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1iv. RESULTADOS
Resultados
1. Receptores GARAtA
Puesto que el estudio de la función de los receptores GABAA en la modulación de la
secreción de CAs por las células cromafines, así como el mecanismo de acción molecular
habían sido estudiados con anterioridad en la Tesis Doctoral del Dr, Enrique Castro (1990),
en la presente Tesis nos hemos centrado en el estudio de la modulación farmacológica de
estos receptores, así como en el análisis de la estructura molecular de los mismos,
1.1. Modulación farmacológica de los receptores GABÁA en
células cromafines bovinas
1.1.1. Efecto de agonistas GABAÁ sobre la secreción basal de CAs:
curva dosis-respuesta.
La estimulaclon de las células cromafines durante 10 mm con museimol, principal agonista
de los receptores GABAA, produjo una elevación de ¡a secreción de CAs de forma
dependiente de la dosis. El efecto máximo se alcanzó a dosis entre 10 pM y 100 ~¿My fue
de aproximadamente 2.5 veces la secreción basal de CAs (9.7±0.396 de secreción de CAs
respecto al contenido celular total). La EC50 para este efecto fue de 2.9±0.4gM (figura 1).
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Figura 1. Curva dosis-respuesta del efecto del agonista GABAA muscimol sobre lasecreción basal de CAs,
Las células se incubaron con las dosis indicadas de agonista y se midió la secreción de CAs como se indica en
Material y Métodos. Los resultados est4n expresados coma porcentaje de secreción con respecto al contenido
celular total de CAs, a los que se resté el dato de secreción basal (4.11±0.23%).Los datos representan la
media ±SE.M.de 6 experimentos realizados en duplicado <n=12).
1.1.2. Efecto de fármacos mo duladores del receptor GABAA sobre la
secreción basal de CAs
En este trabajo se incluyó el estudio de fármacos de distintos grupos terapéuticos conocidos
por su actividad moduladora de la actividad de los receptores GABAA en el cerebro. Estos
fueron los siguientes:
- benzodiazepinas agonistas (flunitrazepam y diazepam) y antagonistas (Ro 15-1788 ó etil-
8-FL-5 ,6 ,dihidro-5-metil-6-oxo-4H.ixnidazOl( 1 ,Sa) (1,4) benzodiazepina-3-carboxilato)
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y el agonista del receptor BZ periférico Ro 5-4684 6 7-Cl-1,3,dibidro-1-metil-5-(p-
clorofenil)-2H-1,4,-bezodiazepina.2.ona).
- j3.carbolinas: 13-CCE (B-carbolina 3-carboxilato>, 13-CCM (metil éster de I3-CCE) y
fl-CCP (propil éster de J3-CCE)
- barbitdricos: pentobarbital
- esteroides: dexametasona (9cr-Fl-16-metil-prednisolona, prednisolona: pregnan-I ,4-
dieno-3 ,20-diona), pregnanolona (5B-pregnan-3-ol-20-ona), THDOC (5a-pregnan-
3a,2l -diol-20-ona), 3a-OH-DHP (Scrpregnan-3a-ol-20-ona), alfaxalona (5a-pregnan-
3a-ol- 11 ,20-diona) y pregnenolona (5-pregnen-33-o]-20-ona).
Como se aprecia en la tabla 1, ninguno de estos fármacos, ensayados a las dosis indicadas
tuvo un efecto significativo sobre la secreción basal de CAs, con excepción de las i3-
carbolinas a muy bajas concentraciones (tabla 1).
Tabla 1. Efectos de los diferentes f¡$nnacos que modulan el receptor de GABAA en el cerebro sobre la
secreción basal de CAs en las células cromafines, La actividad de estos fármacos se ensayé incubando las
células, crecidas en niultipocillo con los mismos a las dosis indicadas, y midiendo la secreción como se indica
en Material y Métodos. Los datos se presentan como razón con respecto si la secreción obtenida con Locke
(control=4. 11±0.23% del contenido celular total de CAs).
M BENZODIAZEPIMAS
Elunitrazeoam
concentración CAs (razón sobre C)
1 nM 0.86±0.05 118
lOnM 0.94±0,04 115
SOnM 0.91±0,02 ns
100 nM 0.96±0,09 as
1 jxM 1.07±0,10 118
10pM 0.94±0.06 as
5OpM 1.14±0.05 as
100pM 1.01±0.05 n~
Ro 15-1788
concentración CAs (razón sobre C)
lOOnM 0.94±0.10 115
1¡tM 1.16±0.15 ng
10pM 1.13±0.01 ng
100pM 0.94±0.06 ng
Dinzeoam
concentración CAs (razón sobre C)
10 nM 1.02±0.07 as
100aM 1.06±0.10 ns
1pM 0.93±0.06 115
10pM 1.08+0.11 as
100pM 1,13±0,14 ns
Ro 5-4684
concentración CAs <razón sobre C)
100aM 1.00±0.10 ns
1 pM 1,05±0,10 ns
10 jiM 0.95±0.05 us
100pM 1.12±0.10 115
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a) IVCARBOLINAS
concentración CAs (razón sobre C)
B-CCE fl-CCM B-CCP
1 nM 1.40±0.14 ** 1.57±0,40 *** 1,84±0.11 ““~<
10 nM 1.06±0.06 ng 1,02±0,10 ns 1,27±0.1 *
50 nM 0.96±0,21 ns 1.01±0.10 ns 1,09 ±0,05ns
100 nM 1.04±0.07ns 1.04±0,03 ns 1,02 ±0,20ns
1pM 0.96±0.11 ns 0.94±0.10 ns 1,06±0.01 ns
10pM 1.01±0.05ns 1.04±0,07 ns 1.04±0,05rs
100pM 0.88±0.01ns 0.88±0.04 na 1.09±0.07ns
O BARBITÚRICOS <nentobarbital)
concentración CAs (razón sobre C)
10aM 1.18±0.15 ns
100 nM 1.06±0.15ns
1 pM 0.94±o.l5
10pM 1.10±0.01 ns
100pM 1.00±0.15na
13) ESTEROIDES
conc CAs (razón sobre C)
Degametasona Preunanolona TI-IDOC 3a-OH-DHT Álraxalona Prnynenolona
1aM 0.89±0.09ns 0.98±0.26ns 0.87±0.01ns 0.91±0.10ns 1,08±0,08ng 1.2±0.03rs
lOnM 1.15±0.07ns 0.99±0.O2ns 1.16±0.12ns 1.11±0.11ns 0,97±0,16ns 1,2±0.06ns
lOOnM 1.05±0,01ns 1.08±0.14as 0.85±0.14ns 1.08±0.10ns 0.90±0.09ns 1.0±0.05rs
1pM 1.14±0.OSns 1.11±0,O2ns 1,12±0.06ns 1.20±0.14ns 1,20±0.20n5 0.9±0.04ns
10pM 1.00±0.06os 0.98±0,20ns 1,05±0.08ns 1.09±0.16ns 0.96±0.10ng 1,1±0,13xis
100pM 0.98±0.26ns 1.15±0.07ns 1.14±0.18ns 1.20±O.lZns 0.96±0.1as 1.0±0,08ns
1.1.3. Efecto de fármacos moduladores sobre
mediada por agonistas GABAA
la secreción de CAs
1,1.3.1. Modulación por benzodiaze cinas
Las benzodiazepinas (EZ) son conocidos moduladores alostéricos del receptor GABAA del
cerebro, cuyo mecanismo de acción consiste en aumentar la frecuencia de apertura del canal
de Cl~ que forma este receptor (Sieghart, 1992). En nuestro estudio, hemos ensayado las BZ
flunitrazepam y diazepam, por ser las que modulan más potentemente las respuestas del
receptor GABAA en el cerebro. El estudio se ha hecho realizando un pretratamiento con estas
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sustancias para asegurar su máxima unión a los receptores y un posterior tratamiento con ¡a
mezcla correspondiente BZ + muscimol.
Y
El flunitrazepam a una concentración de 10 nM potenció el efecto secretor del muscimoL
< El efecto máximo se alcanzó a una concentración de muscimol de 100 nM y fue de un 701k.
96 superior al efecto del muscimol. A concentraciones superiores, el efecto potenciador fue
r menor, aunque siempre significativamente superior a la secreción de CAs inducida por las
2’ diferentes concentraciones de muscimol (figura 2A). En las mismas condiciones, una mayor
dosis de ftunitrazepam, 100 pM, no produjo un efecto potenciador significativamente mayor;Sr.
sin embargo, esta concentración causó una inhibición significativa (aproximadamente un 25t.
. %) de la secreción inducida por concentraciones de muscimol superiores a 10 pM (figura
2A).
4< Para comprobar el efecto inhibitorio del flunitrazepam sobre el efecto secretor de altas
y>
concentraciones de muscimol, realizamos la estimulación con un rango de concentraciones
Y de flunitrazepani a una dosis fija y alta de muscimol (100 SM). En estas condiciones
observamos que conforme iba incrementándose la concentración de flunitrazepam, se
producía un efecto inhibitorio mayor sobre la secreción inducida por muscimol, que llegó
hasta el 40 % de inhibición a concentraciones de 100 ~M de flunitrazepam (figura 2A,
It>
inserto).
Y
El diazepain también potenció el efecto secretor del muscimo], aunque con menos eficacia
(
que el flunitrazepam. Diazepam 10 jxM tuvo un efecto potenciador máximo a concentraciones
entre 0.1 y 1 p¿M de muscimol, que fue de un 30 %, efecto que fue mayor en el caso de
estimular las células con diazepam 100 gM (un 50 %). Al igual que el flunitrazepam, e]
diazepam produjo un efecto inhibidor de la secreción de CAs inducida por altas
Y>
concentraciones de muscimol (a partir de 10 jxM), pero, en este caso, el efecto inhibidor fue
1’
más acusado (aproximadamente un 60 96 de inhibición a la concentración de 250 gM de
diazepam) (figura 2B).
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Figura 2. Modulación del efecto secretor de agonistas GABAA por benzodiazepinas en las células
cromafines bovinas, Las células cromafines bovinas se pretrataron durante 15 minutos con la benzodiazepina
(BZ) ftunitrazepam (A) o diazepam (B) y posteriormente con la mezcla de museimol y EZ a las concentraciones
indicadas en la gráfica. La secreción se midió como se egpecif¡ca en Material y Métodos. Los datos se
representan como porcentaje de efecto sobre el del muscimol a cada concentración y en cada experimento. Para
establecer la comparación se sugiere tomar como referencia la figura 1, En el inserto de la figura A se
representa el efecto de concentraciones crecientes de flunitrazepam sobre el de una dosis fija de muscimol Las
significaciones estadísticas se refieren al efecto del muscimol sólo en cada punto. ns, no significativo; *p.C0.I;
** p<O.Ol; *** p<O.OOS; n=8 (test t de Student).
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Para estudiar la especificidad de ambas acciones moduladoras de las benzodiazepinas,
potenciadoras e inhibidoras de la secreción mediada por muscimol, ensayamos el efecto del
flunitrazepam en presencia de un antagonista HZ central, el Ro 15-1788 6 Ro 1788, como
es también conocido en la literatura científica. Como se aprecia en la figura 3, la
potenciación del efecto del flunitrazepam 10 nM sobre la acción de diferentes concentraciones
de muscimol, fue prevenida por la adición de Ro 1788 10 ~¿Ma cualquier dosis de muscimol
ensayada entre 10 nM y 100 gM. También observamos la reversión del efecto con aquella
dosis a la que el flunitrazepam tiene un efecto inhibitorio sobre la secreción inducida por el
muscimol (muscimol 100 gM + flunitrazepam 10 MM) (figura 4A).
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Figura 3. Efecto del Ro 15 1788 sobre la modulación del efecto secretor de agonistas GABAA por
flunitrazepain en las células cromaflnes bovinas. Las células se pretrataron 15 minutos con flun¡trazepam o
con la mezcla de flunitrazepam y su antagonista específico Ro 15 1788 y posteriormente se realizó el tratamiento
conjunto de estas sustancias y el agonista GABAÁ muscimol para comprobar la reversión de los efectos
potenciadores del flunitrazepam por suantagonista. Se midió la secreción como se indica en Material y Métodos
y se expresaron los datos como porcentaje de secreción con respecto al conten¡clo de CAs totales. El valor del
control fue 4.11±0.2396 de CAs respecto del contenido celular total. La significación estadística compara el
efecto de las distintas mezclas con el del muscimol sólo, cuya secreción fue significativa en todos los puntos.
ng no significativo; * p.cO.Ol; ~ p<O.OOS; n=4 (test t de Student).
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Otra BZ ensayada fue el Ro 5-4684, que a dosis inferiores bajas del orden de nM se sabe
que actúa como agonista del receptor HZ periférico y a dosis de pM puede interaccionar con
el receptor GABAA en un sitio diferente al de unión de GABA o BZ, inhibiendo ¡a acción
del CABA sobre los flujos de CI’ (Sieghart et al., 1992), En contraste con el efecto del Ro
1788, esta sustancia no fue capaz de revertir la inhibición causada por flunitrazepam 100 nM
o flunitrazepam 10 gM sobre muscimol 100 ~M a ninguna de las dosis ensayadas (100 nM,
1
o 10 gM) (figura 413).
1.1.3.2. Modulación por13-carbolinas
Las B-carbolinas son unas sustancias convulsivantes quese consideran ‘agonistas inversos”
del receptor GABAA (Stephenson, 1991). En células cromafines a una concentración fija de
B-CCE 10 pM, se ensayó un rango de concentraciones de muscimol entre 10 nM y 1.00 pM,
observando un pico de inhibición del efecto a concentraciones de muscimol 1 MM, con una
posterior reversión hacia la de 100 gM (figura SA). A esta concentración 1 ¡zM de muscimol
se ensayó un rango de concentraciones de diferentes ¡3-carbolinas entre 1 nM y 100 ~M
‘Y
observando que todas ellas inhibían el efecto secretor del muscimol 1 j¿M en orden de
potencia: 13-CCE > 13-CCP > B-CCM (figura 513).
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Figura 4. Efecto del Ro 15 1788 y Ro 5 4864 sobre la modulación del efecto secretor de agonistas GÁI3AA
por flunitrazepam en las células croniafines bovinas, Las células se pretrataron 15 minutos con flunitrazepam
o con la mezcla do flunitrazepam y Ro 15 1788 6 Ro 5 4864, y posteriormente se realizó el tratamiento conjunto
de estas sustancias y el agonistaGABA~ muscimol. Se nildióla secreción como se indica en Material y Métodos
y se expresaron los datos como porcentaje de secreción con respecto al contenida de CAs totales. La secreción
basal fue 4.11±0.23%respecto al contenido celular total de CAs. La significación estadística compara el efecto
de las distintas mezclas con el efecto del muscimol sólo, cuya secreción fue significativa, ng no significativo;
* p <0.01; ~<“<* pCO.005; n=4 (test t de Student).
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Figura 5. Modulación del efecto secretor de agonistas GABAA por fl-carbolinas en células cromafines
bovinas. Las células se pretrataron durante 15 minutos con la etil 8-carbolina 3-carboxilato (&-CCE) y
posteriormente con la mezcla de B.CCE y muscimol a las concentraciones indicadas en la gráfica (A) o
muscimol 1 pM y las B.carbolinas I3-CCE, il-cCM (metil éster de B-CCE) y B-CCP a distintas concentraciones
<E). La secreción se midió como se especifica en Material y Métodos, Los datos se expresaron como porcentsjt
de efecto sobre el del muscimol a cada concentración y se representa la mediajS,E,M, de cuatro experimentos
realizados cada uno en duplicado. Las significaciones estadísticas están hechas por comparación con el efecto
del muscimol en cada punto. ns no significativo; *pcO.l; **p<O,Ol; ***pcO.OOS; n=8 (test t destudent).
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1.1,3.3. Modulación DO?’ barbitúricos
En el cerebro, los barbiltiricos potencian las acciones de los agonistas GABAA por
aumentar el tiempo de apertura del canal de CV que forma el receptor (Peters et al., 1985).
En las células cromafines ensayamos el efecto del pentobarbital 10 ~M sobre un rango
creciente de concentraciones de muscimol. Esta sustancia potenció el efecto de
concentraciones bajas de muscimol con un efecto máximo de un 90 % e inhibió parcialmente
el efecto de concentraciones superiores del mismo (>10 ~M) con un efecto máximo de un
50 % (figura 6).
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Figura 6. Modulación del efecto secretor de agonistas GABAA por pentobarbital en células cromafines
bovinas. Las células se pretrataron durante 15 minutos con el barbiturato pentobarbital 10 ¡¿M y posteriormente
con Ja mezcla pentobarbital 10 ~M y muscimol a las concentraciones indicadas en la gráfica. La secreción se
midió como se especifica en Material y Métodos. Los datos se expresan como porcentaje de efecto sobre el del
muscíniol a cada concentración y se representa la media±S,EM. de tres experimentos realizados por duplicado.
Las significaciones estad<sticas se refieren al efecto del muscimol en cada punto. ns no significativo; *p<O.l;
** p<O.Ol; ~ pc0.OO5 (test t de Student).
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1.1.3.4. Modulación por esteroides
Para estudiar la modulación del receptor GABAA por esteroides, usamos diferentes
concentraciones de 2 esteroides obtenidos por síntesis química: dexametasona y alfaxalona
y 4 esteroides generados endógenamente en los seres vivos: THDOC, 3cr-OH-DHP,
pregnanolona y pregnenolona, cuyos nombres completos detallamos anteriormente en elfi apartado IV,1. 1.2. Todas ellas son conocidas por sus acciones moduladoras de la actividad
del receptor GABAA en el cerebro (Peters et al., 1985).
La pregnanolona y la dexametasona a una dosis de 1 ~M potenciaron el efecto de
muscimol de manera más acusada a tina concentración de 10 ~M de muscimol (figura 7.1
y 7.2), siendo el perfil del efecto muy similar para ambas sustancias. A dosis superiores a
10 /IM de dexametasona, el pico máximo de efecto se desplazó hacia concentraciones
inferiores de muscimol (1 MM). La alfaxalona 100 nM también produjo una curva de
potenciación semejante a la anterior (figura 7.3), aunque en este caso, el pico de estimulaciónÍ máxima se obtuvo a concentraciones de muscimol de 1 ~M. Al igual que en el caso de ladexametasona, la estimulación con una dosis superior de alfaxalona (100 ~M) desplazó el
pico de máxima potenciación a una concentración de muscimo] menor (100 nM) (figura 7.3).
it
¡ Los datos representados en la figura 7.2 y 7.3 parecen apuntar la idea de la existencia de
una relación invérsa entre la concentración de esteroide y la dosis de muscimol a la que se
consigue el máximo efecto; es decir, a mayor cantidad de esteroide, menor es la dosis de
muscimol necesaria para conseguir el efecto máximo.
THDOC y 3a-.OH-DHP 10 gM potenciaron el efecto de muscimol de manera más acusada
a una concentración de 100 nM de éste (figuras 7.4 y 7.5), El pico de máximo efecto
máximo concordaba con la concentración alta de esteroide ensayada.
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7. Modulación del efecto secretor de agonistas GABAÁ por esteroides en células cromafinesFigura
bovinas. Las células se pretrataron durante 15 minutos con el esteroide a ensayar, y posteriormente con la
mezcla de esteroide y muscimol a las concentraciones indicadas en la gráfica. Los esteroides ensayados fueron:
(1) pregnanolona (513 pregnan-3-ol-20-ona);(2) dexametasona (Qcr-PI-I6amet¡l-prednisolofla); (3) alfaxalona (Ser-
pregnan-3a-ol-1 1 -20-diona); (4) THDOC (5a-pregnan-3ct-21 .diol-20-ona); (5) 3a-O1-{-DHP (Sa-pregnan-3a-ol-
ZO-ona>. La secreción se midió como se especifica en Material y Métodos. Los datos se expresan como
porcentaje de efecto sobre el del muscimol a cada concentración y se representa la media±S.E.M. de tres
experimentos realizados cada uno en duplicado. Las significaciones estadísticas están hechas por comparación
con el efecto del muscimol en cada punto. ns no significativo; *p.CO,l; ** p<0.OI~ ~ p<O.OOS (test t de
Student).
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Figura 8. Modulación del efecto secretor de agonistas GABAA en células cromafines bovinas por
pregnenolona. Las células se pretrataron durante 15 minutos con el esteroide pregnenolona (Sil pregnen-3B-ol-
20-ona) y posteriormente con la mezcla de pregnenolona 10 pM y niusciniol a las concentraciones indicadas
en la gráfica (A.) o con muscimol 10 pM y posteriormente con pregnenolona a distintas concentraciones (E).
La secreción se midió como se especifica en Material y Métodos. Los datos se expresan como porcentaje de
efecto sobre el del niuscimol a cada concentración y se representa la media±S.E.M. de todos ellos. Las
significaciones estadísticas se refieren al efecto del muscimol en cada punto. xis no significativo; *p.CO.I; **
pct 0.01; *** p.C0.005; n=6 (test t de Student).
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magnitud de potenciación del efecto secretor de los agonistas GABAA por los distintos
>8 esteroides osciló entre un 40 y un 80 9¾dependiendo del esteroide y de las concentraciones
ensayadas. Todos ellos tuvieron acciones estimuladoras sobre efecto secretor del muscimol,
a excepción de la dexamtesona, que una concentración de muscimol de 100 MM tuvo un
ligero efecto inhibitorio (menos del 25 %).
Además de los esteroides citados anteriormente, todos ellos de la serie 1pregnan’ (sin
doble enlace en posición 5), conocidos por su efecto activador sobre los receptores GABAA,ji.. se ensayó otro esteroide, la pregnenolona, que pertenece a la serie de los “pregnen”, con
doble enlace en la posición 5, conocido por su efecto inhibidor o bloqueante de los efectos
del receptor GABAA. Esta sustancia a una concentración de 10 gM disminuyó
4: significativamente el efecto secretor mediado por dosis crecientes de muscimol (figura 8A).
Fijando una dosis de muscimol (10 MM), a la que se observó el mayor efecto inhibitorio >‘
analizando un rango de concentraciones de pregnenolona, se confirmó el efecto inhibidor
moderado (como máximo 40 %) dependiente de la dosis de este esteroide sobre el efecto
4’
secretor del muscimol (figura 813).
4:3
33
1.1.3.5. Efecto del zinc
El Zn2~ es un catión que parece modular positivamente el receptor GABAA en el cerebro
cuando este receptor carece de la subunidad ½(Sieghart, 1992). En células cromafines, a una
dosis de muscimol 10 gM, el Zn2~ no produjo ningún efecto significativo sobre el efecto
secretor del muscimol a ninguna dosis ensayada (entre 10 nM y 200 ~M) (figura 9).
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Figura 9. Modulación del efecto secretor de agonistas GABAÁ de células eromafines bovinas por zinc. Las
células se pretrataron durante 15 minutos con Zn2~ y posteriormente con una mezcla de muscimol 10 ~M y
Zn2~ a las concentraciones indicadas en la gráfica. La secreción se midió como se especifica en Material y
Métodos. Los datos se expresan como porcentaje de efecto sobre el del muscimol a cada concentración y se
representa la media±S.B.M.de cuatro experimentos realizados en duplicado. Las sign¡ficaciones estad<st¡cas
se refieren al efecto del muscimol en cada punto. ns no significativo (test t de Student).
1.2. Ensayos de unión al equilibrio de benzodiazepinas
1.2.1. Unión específica de //Hjflnnllrazepam
El flunitrazepam se une especfficamente a sitios de la membrana plasmática de la médula
adrenal. En ensayos con concentraciones de flJ-I]flunitrazepam entre 0. 1 y 100 nM, utilizando
una concentración de 10 gM de flunitrazepam frío para calcular la unión no específica, se
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obtuvo una unión específica máxima de un 60 %. E] gráfico del análisis de Scatchard se
muestra en la figura 10. La KD para este efecto fue de 4±0.6nM y la Emax=27+3 fmol/mg
de proteína (Parramón et al., 1994a). El desplazamiento específico de la unión de
[3H]flunitrazepam10 nM por distintas concentraciones de flunitrazepam frío se refleja en la
figura hA. La EC
50 para este efecto fue de 40+5 nM y la K1 de 16 nM,
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Figura 10. Unión especflica de [>H]flunitrazepam a membranas de médula adrenal bovina. El ensayo de
unión al equilibrio de radioligando se realizó en membranas obtenidas de la médula adrenal bovina como se
indica en Material y Métodos. Las membranas así obtenidas (1 mg proteína/mí) se incubaron con distintas
concentraciones de [>H]flunitrazepam(85 Ci/mmol) durante 1 Ii a O~ C sólo (unión total) o las mismas
concentraciones mas flunitrazepam 10 ~M frío (unión no específica). Las membranas se separaron del medio
de incubación por filtración a vacío y la radioactividad se midió por espectrofotometría de centelleo líquido. La
unión específica se calculé por diferencia entre la unió total y Ja no específica. La figura representa la curva
de saturación específica y el diagrama de Scatchard en el inserto, Los resultados son la media de 3 experimentos
realizados en duplicado. El análisis de Scatchard se realizó con el programa LIGANO, que dió unos valores
de 1<~= 4±0.6nM y B~=27±3fmol/mg proteína.
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P’igLIra 11. Desplazamiento de la unión específica de [>IjJflunilrazepampor flunitrazepam frío, ¡3-
Carbolinas, Ro 15 1788 y Ro 5 4684 a membranas de mt~dula adrenal bovina. El ensayo de unión del
radioligando se realizó en membranas obtenidas de la médula adrenal bovina como se indica en Material y1~4~todos. Las membranas así obtenidas (1 mg proteína/mi) se incubaron durante 1 h a 00 0 con
1313]flunitrazepam (85 Ci/mmol) 10 nM y un rango de concentraciones entra 1 nM y 10
1¿M de flunitrazepam
(A), Ro 15 1788 y Ro 5 4684 (B) o il-carbolinas (C) <unión total) o con [>HJflunitrazepam 10 nM con estas
SiJatancias y flunitrazepam frío 10 ¿tM (unión no específica). Las membranas se separaron del medio de
‘Ibeubación por filtración a vacio y la radioactividad se midió por espectrofotometría de centelleo liquido. La
“Ilión específica se calculé por diferencia entre la unión total y la no específica. Los porcentajes de unión
tSl~ecificos se calcularon tomando como 100 96 la unión específica de [>H]flunitrazepam10 nM. En las figuras
St representa el porcentaje de desplazamiento especifico producido por cada sustancia, obtenido por diferencia
~~tre la unión total y la inespecifica. Los resultados son la media de 3 experimentos realizados en duplicado.
anMisis de los datos con el programa POS dió las HO50 que aparecen detalladas en cada figura.
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3 1.2.2. Desplazamiento específico por agonistas y antagonistas de BZ
Las ¡3-carbolinas desplazaron específicamente la unión de 13H]flunitrazepam a las
membranas de la médula adrenal bovina presentando una afinidad muy alta: sus EC
50 fueron
de 0.2±0.07,0.8+0.2 y 0.9±0.3nM para la B-CCE, 13-CCP y B-CCM, respectivamente
(figura 110).
Y.
El antagonista de BZ Ro 15 1788 y el Ro 5 4684 (agonista del receptor periférico sólo a
bajas dosis y que a altas dosis interacciona con el receptor de GABAD también desplazaron
con gran eficacia la unión específica de rH]fluinitrazepam, siendo sus EC50 0.26±0,05 y
4.3+07 nM respectivamente (figura 1113).
Ninguna de estas sustancias ensayadas tuvo ningdn efecto sobre la unión no específica de
flH]flunitrazepam ensayado mediante la incubación de 10 nM del mismo con 10 pM de
flunitrazepam frío y el compuesto específico.
1.3. Análisis de la estructura del receptor GABAA expresado en la
4:
médula adrenal bovina
>3
El análisis de la estructura del receptor GABAA expresado en la médula adrenal bovina se
realizó mediante técnicas de inmunodetección con anticuerpos específicos, tras ¡a separación
de !as proteínas de las membranas de la médula adrenal por electroforesis, Los resultados
(bandas) obtenidos para el receptor de la médula adrenal por esta técnica se contrastaron con
las obtenidas con los mismos anticuerpos ensayados en membranas de corteza cerebral bovina
y las de proteínas estándares de peso molecular conocido, con el fin de comprobar si las
>3’
3 bandas tenían el peso molecular requerido.
116
Resultados
El estudio inicial se llevó a cabo en membranas de médula adrenal crudas, donde se ensayó
33~. primero la presencia de la subunidad «í, por ser la más abundante en el cerebro. Como se
aprecia en la figura 12A, se obtuvo una banda de intensidad creciente respecto a la
concentración de proteína colocada en el gel, pero no era la correspondiente al peso
~,. molecular de la subunidad a1 de corteza cerebral. Esto podía significar que esta subunidad
no existiera en este tejido o que la preparación no fuera la adecuada. Con el fin de confirmar
33~
esta dIUrna hipótesis, más probable, iniciamos los procesos de purificación, tal como se
detallan en Material y Métodos,
La primera purificación se realizó por cromatografía de afinidad utilizando una columna
HZ (Ro 7 198611¾Este tratamiento eliminó todas las bandas anteriormente obtenidas <figura
123), lo que confirmaba que eran inespecificas, aunque el método de purificación seguía sin
ser el adecuado. Ello podía ser debido a que el ligando utilizado para desplazar el receptor
de la columna, el clorazepato, siguiera unido al receptor y enmascarara la banda, al impedir
la unión del receptor con el anticuerpo correspondiente. Con el fin de eliminar el exceso de
•~ clorazepato, se realizó un posterior paso de purificación, a través de una columna de
intercambio jónico, lo que nos permitió visualizar, por primera vez, una banda específica que
indicaba la presencia de la subunidad a1 en la médula adrenal (figura 12C).
Para confirmar la presencia de esta subunidad de manera más específica, se realizó un
proceso distinto de purificación a partir de membranas crudas. Estas fueron solubilizadas con
desoxicolato sódico y aplicadas a una columna de inmunoafinidad que llevaba unido el
anticuerpo contra la subunidad ~, 413-429, como se indica en Material y Métodos. En la
figura 12D se pueden apreciar las bandas correspondientes a las distintas fracciones recogidas
de esta columna, que confirmaban por este método la presencia de esta subunidad en la
médula adrenal.
Una posterior y definitiva confirmación se obtuvo al bloquear la banda específica por
3 pretratamiento del anticuerpo a ensayar con el correspondiente fragmento peptidico utilizado
en la inmunización de los animales. Este tratamiento produce la unión específica del antígeno
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y el anticuerpo, lo que impedirá la unión de este óltimo al receptor purificado. En la figura
12E se puede observar la ausencia de la banda característica correspondiente a la subunidad
a3 para los dos tipos de preparaciones de las membranas, tras la incubación con el péptido
2<
correspondiente.
Todos los resultados anteriormente expuestos demuestran de una forma concluyente la
presencia de la subunidad a1 en el receptor GABAA de la médula adrenal bovina,
Posteriormente se ensayó la existencia de otras subunidades utilizando los anticuerpos
específicos indicados en Material y Métodos, en ambos tipos de membranas purificadas.
Corno se aprecia en la figura 13, en la médula adrenal se pudo observar la presencia de otras
33.
subunidades que conforman el receptor GABAA. Estas subunidades son:
-La subunidad a~, detectada en ambos tipos de preparaciones de membranas (figura 13A),
-Las 3 subunidades 13: B~, ~ y 133 detectadas en membranas purificadas por la columna de
BZ (figuras 11313 y C). La presencia de la subunidad 133 se confirmó adicionalmente con
el uso del péptido correspondiente (figura 13C),
-La subunidad Ti se detectó en membranas purificadas por la columna de BZ (figura 13D).
Por el contrario, en la médula adrenal se demostró la ausencia de las siguientes
subunidades: a2, a3 y a6 (figura 14A y 13). En el caso de la detección de la subunidad a6,
se utilizaron como control membranas de cerebelo, ya que es en esta estructura donde está
dnicamente presente esta subunidad.
3’
<3> Adicionalmente se ensayó la presencia de la subunidad 8 en ambos tipos de preparación
de membranas, con su anticuerpo especifico indicado en Material y Métodos. En este caso
no se pudo demostrar ni la presencia ni la ausencia de dicha subunidad, ya que este
anticuerpo fue obtenido muy recientemente y no se encuentra suficientemente caracterizado,
lo cual no excluye la posible presencia de esta subunidad en la médula adrenal.
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Figura 12. Presencia de la subunidad a1 en las membranas de la médula adrenal bovina. La
inmunodetección de la subunidad a¡ en la médula adrenal se realizó por técnicas de westernblotting o
inmunotransferencia, usando el anticuerpo especifico contra la subunidad a 413-429 (5 pg/ml)4A> Las
membranas crudas de médula adrenal obtenidas según se indica en Material y Métodos se colocaron en orden
decreciente de cantidad de proteína. Los números 1 al 5 corresponden a 7,5, 6,5, 5, 3.5 y 2 ~¿gde proteína
total, respectivamente. c, membranas de corteza cerebral bovina, usadas como control. b, tampón utilizado en
la electroforesis, usado para comprobar que no hubiera señales inespecificas. (E) Tras realizar la solubilizacién
del receptor con desoxicolato sódico las membranas de la médula adrenal se pasaron a través de un columna
que tenía la benzodiazepina Ro 7 1986/1. De la fracción 6 obtenida se tomaron alícuotas de 25, 50, 100, 150
y200 ~í y se colocaron en los carriles 1 al 5, c correspode al receptor HZ de corteza cerebral bovina purificado
por el mismo procedimiento. b, es el tampón usado para comprobar que no hubiera sefiales inespecificas. (C)
Las distintas fracciones obtenidas según el procedimiento anterior se juntaron y se realizó una cromatografía
de intercambio iónico. Se obtuvieron 8 fracciones de 1 ml de las que se ensayaron alícuotas de 50 pl. Los
carriles 2 a 9 corresponden a 8 fracciones en orden de colección y 1 es el receptor HZ purificado de corteza
cerebral bovina, (D) Las membranas tras la solubilización del receptor con desoxicolato se sometieron a una
purificación a través de una columna de inmunoafinidad que tenía unido el anticuerpo específico contra la
subunklad anti a,-413-429 del receptor GABAA. Se obtuvieron 8 fracciones de las cuales se ensayaron 50 1t1
en los carriles 2 a 9. 1 es el receptor BZ de corteza cerebral bovina purificado por el mismo método. (E)
Especificidad de la reacción inmune: las membranas purificadas como en el caso C <2) y cono en el caso D
(3) se sometieron al tratamiento con el anticuerpo contra la subunidad a1 413-429 (2 y 3) o este anticuerpo y
el peptído a~ 413-429 (1.25 gg/ml) (4 y 5), que bloqueó la señal del anticuerpo. 1 es el receptor HZ purificado
de corten cerebral bovina. Para información adicional ver Material y Métodos. Los pesos moleculares (KDa)
se observan en cada figura a la izquierda. Se presenta fotocopia láser de las correspondientes fotografías.
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Figura 13. Presencia de las subunidades a4, fl1~ I~ y 83 y y~ en membranas purificadas de mddula adrenal
bovina. (A) 1, receptor HZ purificado de corteza cerebral bovina. 2, receptor HZ de médula adrenal bovina
purificado por cromatografía de afinidad de BZ seguida de cromatografía de intercambio jónico. 3, receptor de
médula adrenal purificado por columna de inmunoafinidad a,. Los anticuerpos utilizados fueron anti-a, 413-429
<5 vg/ml) (1) y anti-a4 7-10(10 pg/ml) (2 y 3). (B y D) 1, receptor HZ purificado de corteza cerebral bovina.
2, receptor BZ de médula adrenal purificado por cromatografía de afinidad de HZ seguida de cromatografía de
intercambio jónico. El anticuerpo usado fue I3~ nuonoclonal comercial (1.6 pg/ml) (1 y 2 de B) y Yz ~ cys
(10 ng/ml) (1 y 2 de D). <C) 2, 4 y 6 membranas de corteza cerebral bovina purificadas por cromatografía de
afinidad de HZ. 1, 3, 5 y 7 membranas de médula adrenal purificadas por columna de afinidad de HZ seguida
de intercambio iónico. Observar que los carriles 2, 4 y 6 han sido cortadas por la mi<ad y han sufrido dos
tratamientos diferentes. Los anticuerpos usados fueron B~ 1-l4cys <15 pg/ml)(6y7) y133379-393<tOpg/nil)(l-
6>. La especificidad de la reacción inmune para la subunidad 83 se puso de manifiesto mediante el uso del
peptido 133 379-393 (100 pg/ml, 1 y 2, 6 10 ng/ml, 23 y 4). Los pesos moleculares <KDa) se observan en cada
figura a la izquierda. Se presenta fotocopia láser de las correspondientes fotografías.
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2. Receptores GABA~
Corno habíamos observado anteriormente y reflejado en nuestro trabajo de Tesina (M.
Parramón , 1991), los receptores GABA8 incrementan los niveles intracelulares de AMPc,
y este parece ser el mensajero que modula su efecto sobre la secreción basal, estimulándola,
y sobre la secreción mediada por los receptores nicotínico y GABAA, inhibiéndola (Oset-
Gasque el al., 1993). Por ello a lo largo de todo nuestro estudio de esta Tesis Doctoral
hemos efectuado en paralelo los experimentos con agonistas GABA11 y con sustancias que
incrementan los niveles de AMPc intracelulares, forskolina, por activación directa de la
adenilato ciclasa, y pClpAMPc, un análogo permeable no hidrolizable del AMPc, Así, en
los sucesivos apartados presentaremos ambos datos conjuntamente.
2.1. Efectos de los agonistas GABA8 sobre el potencial de
membrana.
Puesto que se había demostrado que la activación de los receptores GABAR por agonistas
específicos producía un incremento de la secreción basal de CAs, era muy probable que ésta
fuera debida a una despolarización de la membrana celular. Para examinar esta hipótesis
utilizarnos la sonda fluorescente bisoxonol, como se indica en Métodos, apartado 2.6.,
observando que a una dosis de 500 gM ambos agonistas del receptor , APPA y baclofén,
producían incrementos en la fluorescencia de dicha sonda, y, por consiguiente, del potencial
de membrana. Los incrementos, medidos en unidades arbitrarias de fluorescencia, oscilaron
entre 5 y E unidades en los diferentes experimentos. Este efecto despolarizante fue bloqueado
por incubación previa con el antagonista CGP 35348 (figura 15), que inhibió entre un 80 y
un 100 % el efecto. Usamos exclusivamente este antagonista por haber observado
anteriormente que es el más efectivo en nuestras células (Oset-Gasque el al., 1993).
122
Resultados
e
APRA 500 pM
0 15
.1 1
30 0 15
It
CGP 500 pM APRA 500 uM
It ItCGP 500 pM bao 500 jaM
0 15 30 45 60 75
Tiempo, s
Figura 15. Los agonistas GABAD incrementan el potencial de membrana. Ambos agonistas del receptor
QABA11, baclofen y APPA se añadieron a una suspensión de células que contenía bisoxonol 2 ~M y se
registraron las variaciones de fluorescencia producidas según se indica en Material y Métodos. El incremento
del potencial de membrana que ambos produjeron se bloqued con el antagonista especifico CG? 35 348 a las
Concentraciones y tiempos indicadas en la figura. El registro mostrado es representativo de al menos 10
experimentos realizados en diferentes lotes de células, con el mismo resultado.
123
14
12
lo
a~r4
u
4>
u
4>
k
o
rl14.4
12
bac 500 i~M
4> 10EeL
‘/‘
40
‘u
“4
o,
4>
4.1
1-4
e
12
lo
8
e
Resullodos
Ya que hablamos demostrado que los agonistas GABAB inhibían la secreción inducida por
nicotina y por ¡nuscimol de manera dependiente de la dosis, estos efectos debían ser paralelos
a una disminución de la despolarización de la membrana inducida por estos agentes
secretores. Por ello estudiamos el efecto que los agonistas GABA~ podían tener sobre los
incrementos en el potencial de membrana producidos por los agonistas nicotinicos y GABAA.
El pretratamiento de las células con APPA y baclofén a una dosis 500 yM bloqueé
completamente la despolarización causada por nicotina 50 j¿M (figura 16A) y disminuyó más
de un 50 % la causada por muscimol 50 pM (figura IÓB).
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Figura 16. Los agonistas GABÁ5 previenen el incremento del potencial de membrana indicido por los
agonistas nicotinicos y de GAI3AA. Hl potencial de membrana se midió por tratamiento de frs células con
nicotina (A) o muscimol (E> en ausencia y en presencia de los agonistas clABA~, como se indica en Material
y Métodos, a las concentraciones y tiempos indicadas en la figura. El registro es representativo de al menos 10
experimentos realizados en 3 lotes diferentes de células con el mismo resultado.
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Para examinar si estos efectos sobre el potencial de membrana podían ser debidos a la
estimulación de la producción de AMPc por los agonistas GABAB se realizaron experimentos
paralelos con pCIpAMPc 250 MM o forskolina 5 ~¿Msobre el efecto de la nicotina y el
‘nuscimol. Se observó que la forskolina y el pClpAMPc, al igual que los agonistas GABA~
producían una despolarización de las células. La despolarización causada por nicotina 50 pM
fue totalmente bloqueada mediante el tratamiento con forskolina 5 ttM y se inhibió un 70 %
por pCIpAMPc 250 MM (figura 17A). De igual forma, la despolarización previa de las
células con pCIpAMPc o forskolina bloqueé totalmente la despolarización inducida por
muscimol (figura 17B). Presentamos en estas figuras un registro representativo de un
resultado intermedio obtenido en los diversos experimentos realizados, aunque hay que
puntualizar que despolarizaciones iniciales mayores produjeron un efecto inhibitorio mayor
sobre la despolarización inducida por la segunda sustancia ensayada (nicotina o muscimol).
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Figura 11. Electo de agentes que elevan el AMPe sobre el incremento del potencial de membrana
producido por los agonistas nicotfnicos y de GABÁA. El potencial de membrana se midió por tratamiento de
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st muestra un registro representativo de al menos 10 experimentos realizados en 3 lotes diferentes de células,
con el mismo resultado.
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2.2. Efectos de agonistas GABAR sobre el C¿rt intracelular
Una vez confirmado que el efecto de la activación de los receptores GABINB sobre la
secreción de CAs se acompañaba de cambios paralelos en el potencial de membrana,
quisimos profundizar en los mecanismos moleculares a través de los cuales los receptores
GABA11 ejercen dicha función. Puesto que la exocitosis de CAs es un proceso
fundamentalmente dependiente de Ca
24, estudiamos, en primer lugar, el papel de este
mensajero intracelular en la mediación de la acción de dichos receptores sobre la secreción
de CAs.
2.2.1. Curva dosis-respuesta
Los agonistas GABA
8 incrementaron los niveles de Ca
2~ intracelulares de manera
dependiente de la dosis. Las EC
50 para este efecto fueron de 25±6~M para el APPA y
60+10 MM para el baclofén, El efecto máximo se alcanzó entre 200 y 500 ~M de ambos
agonistas y fue de 250 +40 y de 225+30 nM para el APPA y el baclofen (media+S.E.M.),
respectivamente (figura 18).
De forma análoga, las sustancias usadas para incrementar los niveles intracelulares de
AMPe, forskolina y pCIpAMPc también produjeron un incremento dependiente de la dosis
en los niveles de Ca
24 intracelulares. La forskolina produjo un efecto máximo a
concentraciones entre 5 y 10pM (210+26 nM, media±S.E.M.),con una EC
50 de 0.7+0.2
MM.. El pCIpAMPc produjo un efecto máximo a concentraciones entre 250 y 500 pM
(229±38nM, media+S.E.M.), con una EC50 de 24±2gM (figura 19).
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Figura 18. Curvas dosis-respuesta de la elevación de calcio intracelular producida por estimulación de los
receptores GÁBA11. Las células fueron precargadas con fura 2 AM 5 ~M, centrifugadas y lavadas como se
indica en Material y Métodos. En las cubetas del espectrofluorimetro se pusieron ItY células y se estimularon
con las diferentes concentraciones de agonistas cIABA8 indicadas. Las concentraciones de calcio se calcularon
mediante la fórmula indicada en Material y Métodos. Los puntos representan los porcentajes (media ±S.E.M,
n=12) deincrementosdecalcio, tomandocomo 100% laelevacién máxima decaicio, 250±40nMy225±30
nM para APPA y baclofén, respectivamente, una vez restado el basal (175 ±25nM). Las EC~ se calcularon
mediante el programa estadístico indicado en Material y Métodos.
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Figura 19. Curvas dosis-respuesta de la elevación de calcio intracelular producida por AMPe. Las células
fueron precargadas con fina 2 AM 5 ~M, centrifugadas y lavadas como se indica en Maten al y Métodos. En
las cubetas del espectrofluor(metro se pusieron 106 células y se estimularon con las diferentes concentraciones
de pCIpAMPc y forskolina indicadas. Las concentraciones de calcio se obtuvieron con la fórmula indicada en
Material y Métodos. Los puntos representan los porcentajes (media ±S,E.M,n=l2) de incrementos de calcio,
tonando como 100% la elevación m~ixima decalcio, 201±26nMy229±38nMcon forkolinaypClpAMPc,
respectivamente, una vez restado el basal (175±25nM).
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2.2.2. Origen del Ca24 movilizado por los agonistas GABA»
Puesto que los niveles de Ca24 intracelulares se pueden elevar bien como consecuencia de
la entrada de Ca24 a través de sus distintos canales (A) o de la salida del mismo de los
depósitos intracelulares (B) ), quisimos estudiar en profundidad la contribución de cada uno
de estos mecanismos al incremento de Ca24 citosélico tras la activación de los receptores
cIABA
11. Para ello, estudiamos el efecto de la ausencia de Ca
24 extracelutar sobre el
incremento de Ca24 citosólico inducido por agonistas CABA
11 en comparación con el inducido
y
en presencia de 2.5 mM de Ca
24 extracelular. La reducción de Ca24 extracelular se realizó
por dos métodos: (1) mediante la quelación del mismo con ECTA o (2) la disminución del
y
mismo a una concentración equimolar con la concentración intracelular (200 nM) utilizando
para ello una mezcla adecuada EGTA/CaCI
2, como se indica en Métodos (apartado 111.2.6.).
En ambos casos hubo una drástica disminución en los niveles de Ca
24 intracelulares
producidos por ambos agonistas (figura 20). El efecto fue aproximadamente 1/3 del obtenido
con Ca2~ extracelular normal (2.5 mM). Estos resultados indicaban que además de una
entrada de Ca24 extracelular mayoritaria a través de canales de Ca24 tipo L, podría haber
también una salida del mismo de los depósitos intracelulares. Estudiamos a continuación con
detalle ambos procesos.
2.2.2.1. Entrada de Ca24 del medio extracelular
La entrada de Ca24 del medio extracelular se realiza en su mayor parte a través de canales
específicos dependientes de voltaje que se abren en respuesta a una despolarización (ver
apartado 1.2.2.1.). Bloqueando la entrada de Ca24 a través de sus canales tipo L con la
dihidropiridina nifedipina 50 MM, se consiguió una inhibición del incremento de Ca24
intracelular (de entre un 60 y un 70 %), semejante a la obtenida mediante tratamiento con
BUTA o mediante la disminución del Ca24 extracelular a 200 nM (60-80 % de inhibición)
(figura 20). Estos resultados indican que la entrada de Ca2~ en respuesta a la activación del
receptor CABA
11 se realiza a través de un canal tipo L. El efecto inhibitorio de la nifedipina
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50 gM (CO-70 %) también fue observado en el caso de la estimulación de las células con
pCIpAMPc 125 MM (figura 2lA) o forskolina 5 jxM (figura 21B>, efecto muy semejante al
obtenido por pretratamiento con EGIA (figura 21 A y B).
Para comprobar si habla otro canal de Ca2~, además del L, implicado en estos efectos,
usamos w-conotoxina, que bloquea los canales tipo N. Esta sustancia no produjo efecto
ninguno sobre la elevación de Ca24 intracelular inducido por APPA o baclofén 500 MM
(figura 20), lo que indicaba que los canales tipo N no estaban implicados en el mecanismo
de entrada de Ca24 producido por activación de los receptores GABAD.
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l~gura 20. Origen celular del incremento de Ca24 producido por los agonistas GABA
8. Los agonistas
GABA8 se afiadieron a las células en suspensión con calcio normal sin pretratamiento (O) o tras pretratanilento
con un quelante de calcio (EGTA 4 nidvl) (0), un bloqueante de canales de calci¿ tipo 1. (nifeclipina 50 pM)
o un bloqueante de canales tipo N (w-conotoxina 5 ¡¿M) (~). También se afiadieron a las células en un
medio bajo en calcio, 200 nM (U). En la figura se indican los incrementos de calcio intracelular, medidos con
la sonda fluorescente fura 2 AM, conseguidos en cada condición un vez restado el calcio basal (179±23).Los
datos son las medias±S.E.M.dc 9 experimentos realizados en 3 lotes distintos de células. Las significaciones
estaclfslicas se refieren al efecto del agonista sin pretratazniento (El). * pC0.OS; ** p<0.Ol; “‘«“‘ PCO.OOI.
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Figura 21. Origen intracelular de la elevación de Ca
2~ citosdílca producida por AMPe. Se midieren los
niveles de calcio con la sonda fluorescente fura 2 AM producidos por (A) forskolina 1 ~tM y <E) pCIpAMPc
125 MM. La gráfica es un registro representativo de al menos 10 experimentos deS lotes diferentes de células.
Las sustancias fueron afiadidas a los tiempos indicados por las flechas,
2.2.2.2. Salida de Ca2~ de los devósitos intracelulares
En las células cromafines existen dos grandes reservorios intracelulares de Ca24,
denominados sensibles a IP
3 e insensibles al mismo y sensibles a cafeína (CICR) <Burgoyne
et al., 1989>. Para conocer de cual de los dos depósitos intracelulares procedía el Ca
24
intracelular producido por activación de los receptores cIABA
11, realizamos una serie de
experimentos, suspendiendo las células en un medio bajo en Ca24 (200 nM). En estas
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condiciones, la estimulación de las células cromafines en suspensión con agonistas cIABA11
produjo una elevación de Ca24 de 104+ 13 y 110±9nM para el APPA y el baclofén,
respectivamente (figura 22A). Con angiotensina II, sustancia que produce una salida de Ca2~
del compartimento del retículo endoplásmico, a una concentración de 2 ~M, se obtuvo un
incremento de Ca24 de 226+48 nM (figura 22B). Tras la estimulación con angiotensina II,
los agonistas cIABA
11 no incrementaron adicionalmente el Ca
24 intracelular (figura 22B). La
cafeína 4 mM, que estimula el compartimento insensible a IP
3 produjo un incremento de Ca24
de 362±30nM (figura 22C). Tras el tratamiento con esta sustancia los agonistas CABA
11 si
produjeron un incremento adicional de los niveles de Ca2~ intracelular (APPA=80+l0 nM
y baclofén 84±7nM) (figura 22C). Este incremento fue un 15-20 % menor que el producido
por el agonista sólo (figura 22A). Lo mismo sucedía si las células eran pretratadas con
cafeína y luego tratadas con angiotensina II (187±80nM, que supone un 15-25 % de
reducción) (figura 22D), Sin embargo, la estimulación de ]as células con cafeína seguida por
angiotensina II bloqueó completamente la respuesta de los agonistas cIABA
11 (figura 22D).
Todos estos resultados indican que los receptores CABA11, además de producir la entrada de
Ca
24 del medio extracelular, estimulan la liberación de Ca2~ del compartimento intracelular
sensible a IP
3.
2.2.3. Producción de IP3 por los agonistas GABAB
La estimulación de las células cromafines durante 10 mm con agonistas GABA11 produjo
un incremento dependiente de la dosis de los niveles de IP3 (figura 23). El efecto máximo
se consigió a una concentración de 100pM de ambos agonistas, siendo de aproximadamente
3 veces los niveles basales (7.3±0.3pmol/106 cel).
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Figura 22. Movilización de Ca2~ de los depósitos intracelulares por los agonistas GABÁB. Las células se
estimularon en un medio bajo en calcio con los agonistas CABA
3 sólos (A) o previo tratamiento con
angiotensina II (II), cafeína (C) o la mezcla de ambos (O) a las concentraciones y tiempos indicadas por las
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baclofen; ang, angiotensina II; caf, cafe<na.
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Figura 23. Efecto de los agonistas GAI3A8 sobre los niveles intracelulares de IP3, Las células se incubaron
durante 10 mm con APPA o baclofén 0.5 n’.M y se midieron los niveles de 1P3 como se indica en Material Y
Métodos. Los resultados se expresan como porcentajes respecto al control (7.3 ±0.3pmol/10
6 ccl> y representan
la media de 8 experimentos realizados en duplicado. Las comparaciones estadfsticas se refieren al control.
*prZO.O5; ** p<O.Ol; ~<~< p<O.OOl.
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2,2.4. Influencia del Ca24 en las respuestas mediadas por activación del
receptor GABA~
2.2.4.1. Sobre la secreción de CAs
El Ca24 es primordial en los mecanismos que disparan y posibilitan la exocitosis, Por ello
estudiamos la influencia de este catión en la secreción mediada por activación de los
y receptores GABA
11. Las células fueron estimuladas paralelamente con los agonistas en un
medio con Ca
2+ normal o en un medio sin Ca24, pero con Mg2+ para suplir los
requerimentos en iones divalentes. En un tiempo de incubación de 10 mm la estimulación por
los agonistas produjo una inhibición de más de un 70 % de la secreción de CAs inducida por
los mismos agonistas en presencia de Ca24 (figura 24A). El efecto secretor en ausencia de
y.
¡ Ca24 no fue estadfsticamente significativo sobre el control. El mismo resultado se obtuvo
midiendo la secreción estimulada por los agonistas en tiempo real, según el apartado 111,2.2.
En este caso ni el APPA ni el baclofén produjeron picos de secreción en ausencia de Ca2~,
mientras que en presencia de Ca24 y en las mismas condiciones, la secreción fue la esperada
(figura 25),
El efecto inhibidor de la secreción de CAs producido por ausencia de Ca24 extracelular
fue también observado en el caso de la estimulación de las células con adenosina y
pCIpAMPc. Por el contrario, la forskolina y altas concentraciones de adenosina tuvieron un
efecto estimulante significativo de la secreción de CAs en ausencia de Ca24 extracelular,
aunque menor que el producido en presencia del mismo (figura 24B).
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Figura 24. Efecto de agonistas GABA~ y AMPc sobre la secreción de CAs en presencia y ausencia de
calcio extracelular. Las células se incubaron durante 10 minutos con los agonistas CABA» (A) y diferentes
sustacias que incrementan los niveles de AMPc intracelulares (B), en presencia (El) o en ausencia (U) de calcio
extracetular. Los valores se presentan como porcentajes de secreción respecto al contenido de CAs totales de
la célula y son la media±S.E.M.de 3 experimentos realizados cada uno en duplicado. La estadística se refiere
a los controles correspondientes, con o sin Ca2~ extracelular (5.8±0.7% y 4.8±0.5%, respectivamente). na,
no significativo; * p’CO.05; ** p.CO.Ol; ~ pCO.OOl.
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2.2.4.2. Sobre la formación de AMPo
La incubación de las células cromafines durante 10 mm en ausencia de Ca2~ extracelular
con agonistas GABA
11 produjo unos niveles de AMPc aproximadamente un 70 % inferiores
a los obtenidos en presencia de Ca
24 (figura 26A), aunque en este caso, a diferencia de la
secreción, el efecto fue estadfsticamente significativo sobre el control. La ausencia de Ca2~
extracelular también disminuyó los niveles de AMPc inducidos por adenosina, en tanto que
la forskolina produjo mayores niveles de AMPe en ausencia de este catión (figura 26B).
2.2.5. Efectos de los agonistas GABAQ sobre el Ca2~ inducido por
activación de otros receptores
El pretratamiento de las células con agonistas GAnA
11 produjo una inhibición
prácticamente del 100 % de la elevación de la concentración de Ca
1~ intracelular producida
por estimulación de las células con nicotina 50 ~M (figura 27A) y también de la obtenida por
estimulación con muscimol 200 MM (figura 27B). Estos resultados concuerdan con el hecho
de que el mismo pretratamiento bloquea la respuesta de ambos receptores sobre el potencial
de membrana (figura 16).
El AMPc también produjo una disminución significativa de estas respuestas (figura 28),
que también concuerda con efectos paralelos sobre el potencial de membrana (figura 17) y
sobre la secreción de CAs (Parramón et al., 1994d).
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Figura 27, Efecto de los agonistas GAnA» sobre las concentraciones de calcio intracelular inducidas por
nicotina y muscimol. Incrementos de calcio intracelular obtenidos por estimulación de las células croniafines
con nicotina <A) y muscimol (E) sélos o previo tratamiento con APPA y baclofén a las concentraciones y
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Figura 28. Efecto del AMPc sobre las concentraciones de calcio intracelular inducidas por nicotina y
muscimol. Incrementos de calcio obtenidos por estimulación de las células cromafines con nicotina y muscimol
adíes o previo tratamiento con forskolina 5MM o pCJpAMPc 125 pM, cuyo efecto neto, una vez restado el basal
(179±23nM), aparece en la izquierda de la figura, Los datos son la niedia±S,E~M.de 10 experimentos
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2.3. Efecto de agonistas CABA8 sobre los niveles intracelulares
de GMPc
Ya que los receptores GABA11 activan la adenilato ciclasa estimulando la formación de
AMPc (Tesina de M, Parramón, 1991; Oset-Gasque et al., 1993), nos interesó estudiar si
la activación de estos receptores promovía la formación de otro nucleótido cfclico, el GMPo.
para ello, realizamos la estimulación de las células cromafines en cultivo con concentraciones
crecientes de APPA y baclofén, como se indica en Métodos (apartado 111.2.5.). Ninguno de
estos agonistas a las dosis ensayadas incrementaron significativamente los niveles de GMPc
(figura 29), por tanto, la activación de estos receptores no estimula la guanilato ciclasa y la
formación de GMPc, siendo el efecto específico sobre la adenilato ciclasa y el AMPe.
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Ilgura 29. Efecto de los agonistas GABA» sobre los niveles intracelulares de GMPc. Las células se
‘fleubaron durante 10 mm con los agonistas OABA~ en presencia de IBMX 0.5 mM a las concentraciones
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6 cel). Todos los puntos fueron no significativos (ns).
ns lis
IP.
V
141
Resultados
2.4. Correlaciones estadísticas entre los niveles de mensajeros
intracelulares y los efectos secretores
2.4.1. Correlaciones entre la secreción de CAs y los niveles de AMPo
y Ca2~ inducidos por activación de los receptores GABA,
En la figura 30 se aprecia que existe correlación lineal directa estadísticamente
significativa entre los niveles de AMPc inducidos por diferentes concentraciones de tos
agonistas GABA~ y la secreción de CAs producida por los mismos. También existe una
correlación lineal directa estadfstcamente significativa entre los niveles de Ca2~ intacelulares
y la secreción de CAs inducidos por activación de los receptores GABA
11, Ello significa que
estos mensajeros intracelulares pueden ser mediadores del efecto secretor producido por
activación de los receptores GABA», que además parece responder a un proceso de verdadera
exocitosis.
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Figura 30. Correlaciones estad(sticas entre los niveles de AMPe o incementos de Ca
2~ intracelular y la
secreción de CAs inducidos por estimulación de los receptores GABA». Los valores de secreción de CAs
están expresados en porcentajes se secreción con respecto al contenido celular total de CAs. El análisis de
correlación CAs/AMPc (.) dio un coeficiente de correlación r=0.80, n±2S, t(n-2)6.46, p<O.OOl. l~a
correlación CAs/calcio (O) <lid un r=0.92, n=12, t(n-2»’S.95, p<O.OOI.
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2.4.2. (‘orrelación entre la secreción de CAsy los niveles intracelulares
de AMPc producida por los diferentes agentes que ele van los
niveles intracelulares de AMPc
Puesto que el AMPe resultaba estar directamente relacionado con la secreción de CAs
indicida por la estimulación celular con agonistas GABA», quisimos examinar la hipótesis de
si la elevación de este segundo mensajero por distintos agentes que incrementan los niveles
intracelulares de AMPe estaba directamente relacionada con el efecto secretor, Para ello,
relacionamos los niveles de AMPc obtenidos tras la estimulación con distintos agentes
<forskolina, adenosina, isoproterenol, VIP, agonistas GABA» o mezc]as de ellos con
forskolina) con la secreción de CAs a la que daban lugar. En un análisis preliminar, puesto
que los niveles de AMPc obtenidos en todos estos casos eran de muy distinta magnitud, esta
relación no fue estadísticamente significativa. En una segunda aproximación, el análisis de
correlación se llevó a cabo agrupando los datos en tres diferentes bloques, segdn los niveles
de AMPc que inducían los diferentes efectores, Ello llevó a una triple representación (figura
31):
(1) Correlación AMPc/CAs para agonistas que incrementaban hasta 3.5 veces los niveles
basales de AMPc,
(2) Correlación AMPc/CAs para agonistas que incrementaban entre 3.5 y 7.5 veces los
niveles basales,
(3) Correlación AMPc/CAs para mezclas de agonistas con forsl<olina, que incrementaban
los niveles de AMPc por encima de 7.5 veces los basales.
Mediante este análisis de los datos, observamos que sólo existía una relación directa y
estadísticamente significativa en el caso de niveles bajos de AMPc (figura 31, A). A más altos
niveles de AMPc (entre 3.5 y 7.5 veces los niveles basales), aunque existía una correlación
positiva, la pendiente de la curva disminuyó considerablemente (figura 31 .B). La correlación
para mezclas de agonistas con forskolina (figura 31.C) no fue estadisticamente significativa
incluso exitía una correlación inversa en algunos casos,
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Figura 31. Correlación entre la secreción de CAs y los niveles de AMPe inducidos por distintos activadores
de la adenilato ciclasa. Las células croniafines se trataron durante 10 mm con los agonistas sólos o en las
combinación indicadas en la gráfica. Los puntos representan la media de varios experimentos realizados en
duplicado. El análisis estadístico de la correlación se realizó agrupando los datos segihi se indica en el texto.
En la figura se dan los coeficientes de correlación (r), el número de datos (n), la t de Student para el número
de grados de libertad (t(n-2)) y la significación estadística de la correlación (P) para cada grupo de datos,
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Figura 32. Correlación entre la secreción de CAs y los niveles de lP~ inducidos por los agonistas GABAa.
Comparación con la correlación AMPc/CAs. Se midieron los niveles de CAs e IP3 inducidos inducidos por
los receptores GAEAB en las células croniafines, como se especifica en Material y Métodos. Los datos son la
media de cuatro experimentos realizados en duplicado. Los datos estadísticos de las correlaciones son los
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2.4.3. Correlación entre la secreción de CAs y los niveles de IP3
producidos por activación de los receptores GABA»
La coaelación entre la secreción de CAs y los niveles de IP3 fue directa pero, seg,in el
análisis estadístico de la correlación, ésta no fue significativa. En la figura 32A y B se
representan las correlaciones estadísticas entre la secreción de CAs y los niveles de IP3 para
ambos agonistas GABA~, comparadas con las del AMPc.
2.5. Regulación del efecto secretor de los receptores GABA8 por
fosforilación
Dada la importancia de la fosforilación de proteínas en la regulación de la actividad de
numerosos receptores y el efecto notable de los receptores GABA~ sobre los niveles de
AMPc, nos interesó estudiar el efecto de la implicación de dos kinasas, PKA y PKC sobre
la función de estos receptores, ya que se habla descrito que en el SNC estos receptores son
regulados por dichas kinasas (Kamatchi & Ticku, 1990).
2.5.1. Regulación por PKA
Tras la preincubación de las células durante 10 mm con un rango de concentraciones
crecientes del análogo permeable del AMPc, pCIpAMPc entre 1 MM y 1 mM, que elevé la
secreción basal de CAs como ya conocíamos (Tesina de M. Parramón, 1991), se realizó una
estimulación con agonistas GAI3A11 a una dosis de 0,5 mM. El pretratamiento de la células
con el análogo del AMPc y posterior tratamiento con medio Locke (control) no produjo
variaciones significativas en la secreción basal, Sin embargo, el pretratamiento con AMPe
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inhibió muy significativamente el efecto de los agonistas CABA11 sobre la secreción basal de
CAs. La magnitud de este efecto inhibidor dependió de la dosis de pCIpAMPc utilizada en
la preestimulación de las células y osciló entre un 80 y un 100 % en el caso del APPA y
entre un 60 y un 100 % en el caso del baclofén (figura 33A),
De igual manera se pretrataron las células con un rango de concentraciones de forskolina
y posteriormente con los agonistas a una concentración de 0.5 mM, Análogamente al efecto
del AMPc, el pretratamiento de las células con forskolina no alteró significativamente la
secreción basal, pero inhibid el efecto de los agonistas CABA11 sobre la secreción de CAs,
EL efecto inhibidor en este caso osciló entre un 60 y un 80 % en el caso del APPA y de un
30 a un 100 96 en el caso del baclofén, dependiendo de la dosis de forskolina utilizada
(figura 33B).
2.5.2. Regulación por PKC
Las células se pretrataron con concentraciones crecientes del éster de forbol miristato
acetato (TPA) entre 1 nM y 10 gM. Esta sustancia no alteró significativamente la secreción
basal de CAs (figura 34A). Sin embargo, redujo muy significativamente la secreción de CAs
estimulada por APPA. El efecto inhibidor dependió de la dosis de TPA utilizada, y osciló
entre un 70 y un 100 96 (figura 34B).
Para estudiar si este efecto inhibidor era un efecto específico, bloqueamos el efecto del
TPA con el antagonista específico de la PKC estaurosporina El tratamiento simultáneo con
estaurosporina (lp¿g/ml) y TPA (100 nM) previno el efecto inhibitorio del TPA sobre la
secreción inducida por APPA y baclofén (figura 35). No conseguimos, sin embargo,
reversión con otro antagonista de PKC, el 117 (100 gg/ml) (resultado no mostrado en
gráfica).
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Figura 33. Efecto del pretratamiento con AMPc sobre la funcionalidad del receptor GAIBA5 en células
eromafines bovinas. Las células se incubaron durante 10 mm con pCIpAMPe o forskolina en el rango de
concentraciones indicadas en la gráfica, dando lugar a la secreción representada en <A) y (C), respectivamente.
Posteriormente se trataron las células con los agonistas GABAD a una concentración de 0.5 mM y se midió la
secreción (B y U). Los datos son la media±S,E,M.de 2 experimentos realizados en duplicado. La estadística
se refiere al efecto del agonista GAl3A~ correspondiente sin previo tratamiento con AMPo. ns, no significativo;
* p<c0.0S; ** p<O.OI; ~‘~< p4CO.O01,
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Figura 34. Efecto de los ésteres de forbol sobre la funcionalidad del receptor GAEA8 en c~Iulas croniafines
bovinas, Las células se incubaron durante 10 mm con el ester de forbol IPA en el rango de concentraciones
indicadas en la gráfica, dando lugar a la secreción representada en (A), Posteriormente se trataron las células
con los agonistas CABA8 a tina concentración de 0,5 mlvf y se midió la secreción (B>. Los datos son la
media±&LM.de 2 experimentos realizados en duplicado. La estadística se refiere al efecto del agonista
CABA8 correspondiente sin previo tratamiento con TPA. ns, no significativo; * p.C 0.05; ** pCO.Ol; “<~~‘
p <0.001.
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Figura 35. Especificidad del efecto de los ésteres de forbol sobre la funcionalidad del receptor GABA11 en
las células croniafines bovinas. Las células se incubaron durante 10 niin con el ester de forbol TPA (100 nIvI)
o la mezcla de TPA y su antagonista específico estaurosporina (Stp) (1 ng/ml) y posteriormente con los
agonistas CABA5, a las dosis indicadas en la gráfica. Los datos son la niedia±S.EM. de 2 experimentos
realizados en duplicado expresados como razón sobre los basales correspondientes (sin los agonistas CABA3)
que fueron tomados como la unidad (controlr=2.3±O.296 , TPA=2,65±0.2596, TPA+Stp=1.9±O.1256).
La estadística compara el efecto de los agonistas CABA8 incubados con TPA o TPA+Stp con sus
correspondientes controles (sin las citadas sustancias). as, no significativo; * p <0,05; ** p<OOI; ~
Pc OSlO 1.
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Discusión
1. Receptores GÁBAA en la médula adrenal bovina:función,
modulación farmacológica y estructura molecular.
¡.1. Función y mecanismo de acción
El CABA es un importante neurotrasmisor inhibitorio en el S,N,C. Se estima que al
menos un 30 % de las sinapsis centrales son GABA¿rgicas <Sieghart, 1989). Más aún, se
estima que los receptores GABAA representan un 0.01-0.001 % del peso total de protefnas
del cerebro (Stephenson, 1991).
Desde hace algunos alios, nuestro grupo de investigación ha trabajado en la caracterización
de sistemas GABAérgicos y en el estudio de la función del CABA en la médula adrenal
bovina, habiendo puesto en evidencia la presencia de las enzimas de síntesis y degradación
del mismo y la existencia de mecanismos de transporte y de liberación específicos, así como
de ambos subtipos de receptores (GABAA y CABA11) en la membrana plasmática (ver
apartado 1.3.6.). Más recientemente se ha estudiado la funcionalidad de estos receptores en
las células cromafines en cultivo.
Los receptores GABAA estimulan la secreción basal de CAs (Castro el al., 1989). El
mecanismo de este efecto depende del potencial de membrana de las células en relación con
el potencial de equilibrio para el CV (González el al., 1992). Así, en condiciones de reposo,
el niuscimol produce una despolarización de la célula que conduce a un incremento de la
secreción basal de CAs de una forma dependiente de la dosis. De la misma forma, si las
células se estimulan con muscimol en presencia de bajas concentraciones de nicotina
(inferiores a 10 ~M) o de KCl (concentraciones menores de 15 mM), este agoflista sigue
teniendo un efecto despolarizante, y, por tanto, estimulante de la secreción de CAs, aunque
es de menor magnitud que el ejercido en condiciones basales. Sin embargo, la estimulación
de las células con muscimol en presencia de concentraciones más altas de nicotina o KC1,
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este agonista tiene un efecto inhibidor de la secreción de CAs. Este efecto inhibidor se debe
a que en estas condiciones la membrana se ha despolarizado a un potencial de membrana
superior al potencial de equilibrio para el CV (Ecí=~SO mV> y a este potencial el CABA, a
través de sus receptores GABAA, tiene un acción hiperpolarizante (González et al, 1992).
Este mecanismo molecular de la respuesta de tas células cromafines a la activación de sus
receptores GABAA queda reflejado en el esquema 17 (Parramón et al,, 1994b).
a)
CI
b)
Cl
Esquema 17. Mecanismo de acción de los receptores GABÁA en las células cromaflnes bovinas. A) La
unión del GABA a su receptor GABAA cuando la membrana de las células cromafines se encuentra en el
potencial de reposo (E0) o a un potencial de membrana (E1.) par debajo del potencial de equilibrio para el CI’
<Ec¡=~51 ±2.1 mv), produce una salida de CF y, como consecuencia, una despolarización de la membrana y
una estimulación de la secreción basal de CAs. B) Cuando las células están más despolarizadas, es decir, el E,,,
es superior al E0, (experimentalmente conseguido por estimulación con altas concefltraciOlles de XCI o nicotina),
el GASA produce un influjo de CF y, como resultado, una hiperpolarización de las células y una inhibición de
la secreción de CAs.
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La EC50 para el efecto del muscimol sobre la secreción de CAs es de 2.9±0.4pM,
semejante a la KD obtenida para la unión del muscimol a membranas de cerebro (Yang &
Olsen, 1987>, aunque mucho menor que la FC50 para el mismo efecto de los receptores
CABA» (Oset-Gasclue et al., 1993). Ello es lógico puesto que los receptores CABA8 son
mucho menos abundantes que los receptores GABAA en las células cromafines. Hemos
estimado que aproximadamente un 20 96 de las células cromafines tienen estos receptores,
en tanto que un 60 96 de las mismas contienen receptores GABAA (Castro y Oset-Gasque,
resultados no publicados). Los receptores GABAA tienen una actividad secretora de
aproximadamente un 70 96 de la respuesta producida por estimulación colinérgica nicotinica
(Castro el al., 1989>.
El receptor GABAA es, por tanto, un receptor de gran importancia en la modulación de
la actividad de la médula adrenal, como se ha venido sugiriendo en diversos trabajos de
investigación (Castro et al., 1989; Kataoka et al,, 1984; Kitayama & Tsujimoto, 1986; Peters
et al., 1989). También en otras estructuras del SNP se ha observado que el CABA es
excitatorio, como en la mucosa antral del estómago, donde los receptores GABAA
incrementan de manera dependiente de la dosis la secreción de gastrina (Del Tacca et al.,
1990).
1.2. Modulación farmacológica
En el SNC, el receptor de GABAA tiene una gran importancia a nivel farmacológico> ya
que es susceptible de modulación alostérica por un diverso número de fármacos de gran
importancia terapéutica. Entre ellos se incluyen: benzodiazepinas (BZ), barbitúricos,
anestésicos, esteroides, etanol y algunos iones (ver apartado 1.3.5.1.1.>. Por ser algunos de
ellos sustancias muy utilizados clínicamente, estas farmacos han sido extensamente estudiados
en la literatura científica, tanto a nivel de su funcionalidad y mecanismo de acción molecular,
como en la búsqueda de ligandos más activos y específicos. En este sentido, nuestro grupo
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ha colaborado también en el estudio farmacológico de una nueva serie de dihidro-pirazolo-
pirrolo-diazepinas de síntesis (Vega et al., 1994).
El estudio del papel de estas drogas en la médula adrenal bien de una forma directa o
como moduladores de la actividad de los receptores GABAA era muy interesante por ofrecer
nuevas perspectivas funcionales de estos fármacos en la regulación de la secreción de CAs
por la médula adrenal y, por tanto, como agentes moduladores terapeúticos o fisiológicos de
la función de las mismas sobre el metabolismo, flujo sanguíneo y control de la presión
arterial.
En nuestras manos, las benzodiazepinas ensayadas> flunitrazepam y diazepam no tuvieron
ningún efecto sobre la secreción basal de CAs (tabla 1), resultado que está de acuerdo con
los de Kitayama y col. (1989) para la EZ midazolam. Estos resultados parecían indicar
inicialmente que en las células cromafines no existían receptores para BZ de tipo periférico,
cuyos agonistas y antagonistas específicos son, respectivamente, el Ro 5 4684 y el PK 11195
(Ohara-Imaizumi, 1991). Para comprobarlo, realizamos una curva dosis-respuesta con el Ro
5 4684 (tabla 1), observando que no tenía efecto sobre la secreción basal de CAs, por lo que
en las células cromafines, bien no existía el receptor BZ periférico o este era inefectivo en
la activación de la secreción de CAs por las células cromafines. Este resultado negativo era
lógico y de esperar, ya que esta sustancia parece actuar inhibiendo los canales de Ca24, de
forma similar a las dihidropiridinas (Ohara-Imaizumi, 1991).
Cuando ensayamos las BZ sobre el efecto secretor de agonistas GABAA, observamos, a
diferencia de los resultados a nivel basal, que ambas BZ flunitrazepam y diazepam fueran
capaces de potenciar la secreción mediada por muscimol, con una dependencia acusada de
la concentración de muscimol y EZ utilizada (figura 2). Estas sustancias potenciaron los
efectos secretores de bajas concentraciones de muscimol hasta aproximadamente un 80 %,
un efecto no muy elevado, pero de la misma magnitud que e] efecto descrito para un receptor
reconibinante expresado en ovocitos de Xenopus compuesto por las subunidades aIJ3IY2L
(Wafford et al., 1992). Por el contrario, las mismas BZ inhibían el efecto secretor producido
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por concentraciones elevadas de muscimol (figura 2), efecto inhibidor que mostró ser
dependiente de la dosis de flunitrazepam (figura 2, inserto). El efecto potenciador también
había sido observado por e] grupo de Kitay.ama (1989) con midazolam y clorazepam.
Nosotros observamos que tanto la potenciación como la inhibición por HZ del efecto secretor
de tajas dosis (figura 3) o altas dosis (figura 4A) de muscimol, respectivamente, eran efectos
específicos, mediados por un receptor BZ de tipo central usando el antagonista especifico de
BZ central Ro 1788. Esta sustancia antagonizó tanto el efecto potenciador como el inhibidor.
Sin embargo, Ro 5 4684 no parecía influir en la respuesta del flunitrazepam sobre el
muscimol (figura 4B), de lo que se deducía que esta última sustancia no se comportaba como
un antagonista del sitio de unión de BZ del receptor GABAA o bien que al unirse tuviera la
misma o parecida eficacia inhibitoria que el flunitrazepam.
La existencia de estos sitios de unión específicos para BZ con características
farmacológicas centrales se confirmó por los ensayos de unión al equilibrio (binding) del
radioligando [3H]flunitrazepam,para el que se obtuvo en el análisis de Scatchard unos valores
de K» de 4+0.6 nM y una Bmax ~27+3 fmol/mg proteína (Parramón et al., 1994a73, La 1C
50
obtenida para el desplazamiento de la unión de [3H]flunitrazepam10 nM por flunitrazepam
frío fue de 40 nM y la K
1 de 15 nM. Estas concentraciones de flunitrazepam son de un orden
de magnitud semejante al de las concentraciones de flunitrazepam necesarias para potenciar
el efecto secretor de los agonistas del receptor GABAÁ (10 nM), en contraste con otros
trabajos donde estas diferencias son de hasta 1000 veces (Edgar et al., 1992>. Esto confirma
la idea de que el efecto modulador de las HZ sobre el receptor GABAA es de gran
especificidad y se realiza por unión de las BZ a sitios de alta afinidad. En contraste, los
efectos inhibidores de las HZ sobre el efecto secretor de altas concentraciones de muscimol
se realiza probablemente por unión de las mismas a otros sitios de unión de baja afinidad,
en cuyo estudio no hemos profundizado.
Asimismo, en estos estudios de unión específica de [3H]flunitrazepamse observó que el
Ro 1788 desplazaba con gran potencia al flunitrazepan’, con una EC
50 de 0.26±0.05nM,
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lo que demostraba de nuevo que se trataba de un receptor HZ central. El Ro 5 4684 también
fue capaz de desplazar la unión de [3H]flunitrazepam,aunque con menor potencia. Este
resultado, unido a los anteriores sobre la secreción, parece indicar bien que este ultimo
compuesto se comportaba como agonista débil del sitio de unión de BZ del receptor de
GABAÁ a las dosis ensayadas o bien que existe un receptor periférico de BZ que no participa
en la regulación de la secreción basal de CAs, como habíamos apuntado anteriormente,
aunque pudiese participar en la regulación de la actividad secretora de otros receptores. Esta
hipótesis será objeto de comprobación en trabajos futuros,
En conclusión, todos estos resultados apuntan a que el efecto modulador de HZ sobre la
secreción de CAs es mediado por su unión a sitios específicos sobre el receptor GABAA, que
se corresponden con un receptor GABAA/BZ o HZ central.
Las B-carbolinas son compuestos quese unen específicamente con alta afinidad a los sitios
de unión de BZ del receptor GABAA del cerebro, actuando como agonistas inversos de los
mismos y durante mucho tiempo se han considerado como sus ligandos endógenos (Schok
& Mohler, 1983). En membranas de médula adrenal las EC
50 de unión para las distintas 13-
carbolinas oscilaron entre 0.2 y 0.9 nM (figura 11), lo que demuestra la alta afinidad de su
unión al sitio de HZ, que es semejante a la encontrada en cerebelo o sitios de alta afinidad
de corteza cerebral e hipocampo (Duggan & Stephenson, 1988). La semejanza entre los datos
de unión específica de 13-carbolinas entre las diferentes estructuras cerebrales y la médula
adrenal así como con la estrecha semejanza entre las K11 para el flunitrazepam, del mismo
orden dc magnitud en corteza (10±4nM, Sigel et al., 1983) y en médula adrenal (4±0.6
nM, Parramón et al,, 1994a; 9.8 nM, Kataol<a et al,> 1984), apuntan a que el sitio de unión
para BZ en el receptor GABAA de todas estas estructuras tisulares posee una subunidad de
unión de HZ muy semejante en todas ellas.
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En los estudios de secreción de CAs en células cromafines, las Il-carbolinas, inhibieron la
secreción inducida por bajas concentraciones de muscimol (1 MM) de forma dependiente de
la dosis, en un orden de potencia 13-CCE > fl-CCM > B-CCP (figura SB). A una dosis fija
de i3-CCE y variable de muscimol, obtuvimos aproximadamente la curva inversa a la
obtenida por las HZ estudiadas anteriormente (figura 5A), lo que demuestra su papel como
agonistas inversos del receptor de HZ en las células croniafines y confirma un resultado
similar obtenido por Kitayama y col. (1989).
Otras drogas sedantes, los barbitúricos, cuyo mecanismo de acción se ejerce por unión
al receptor GABAA por incremento del tiempo de apertura del canal de Cl’, también tuvieron
un efecto potenciador de la secreción inducida por muscimol, que fue máxima a una
concentración de 100 nM del mismo. A concentraciones superiores de muscimol, se observó
un efecto inhibitorio, al igual que en el caso de las BZ.
La potenciación ejercida por el barbitúrico pentobarbital sobre la acción del muscimol fue
de un 89 96, un efecto comparable al de los esteroides a la misma dosis (comparar figuras
6 y ‘7). Diversos autores que han estudiado conjuntamente el efecto de esteroides y
barbitúricos, han observado que ambos producen unas respuestas muy similares tanto en
estudios electrofisiológicos sobre la potenciación de las corrientes de membrana inducidas por
GABA aplicado exógenamente, así como de unión de eH]muscimOl (Peters et al,, 1985 y
1988). Ello es lógico si pensamos que ambas sustancias tienen el mismo mecanismo de
acción sobre el receptor GABAA, aumentando el tiempo de apertura del canal de Cl’, aunque
su sitio de unión al receptor es diferente (Sieghart et al,, 1992).
En cuanto a los esteroides, se sabe desde hace algunos años, que aparte de sus acciones
genómicas a largo plazo sobre la modulación de determinados genes de enzimas, receptores,
etc, llevadas a cabo por unión específica a sus receptores intracelulares, también afectan la
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superficie celular, alterando la permeabilidad iónica de la membran, así como la liberación
de hormonas y neurotransmisores, El interés de estas últimas acciones rápidas” de los
esieroides como moduladores alostéricos del receptor GABAA y de otros canales jónicos
activados por ligando, creció cuando estos se relaconaron con el efecto anestésico y
anticonvulsivante de los mismos.
De estos esteroides con acciones rápidas denominados “neuroactivos’ por su gran actividad
sobre tejidos neurales, y en especial sobre el receptor GABAA, hemos incluido en nuestro
estudio el de dos compuestos naturales que se secretan por la corteza adrenal durante el
estrés: el derivado natural de la progesterona, 3a-OH-DHP, sintetizado, además, en el
cerebro, y el derivado natural de la desoxicorticosterona, THDOC, sintetizado sólo en la
corteza adrenal y, por tanto, no considerado como “neuroesteroide” propiamente dicho.
También hemos ensayado las acciones de otros dos esteroides naturales> la pregnenolona,
derivado natural del colesterol y precursor de todas las hormonas esteroldicas, la
pregnanolona, el isómero 5B de la 3a-OH-DHP, metabolito natural de la progesterona, y de
dos esteroides de síntesis: la alfaxalona, derivado de la 3a-OH-DHP por introducción de un
grupo ceta en posición 11, conocido por su gran potencia como anestésico, y la
dexametasona, derivado sintético de la prednisolona, conocido por sus importantes
propiedades antiinflamatorias,
En nuestro estudio sobre el efecto de estos esteroides sobre la modulación de la secreción
de CAs mediada por activación de los receptores GAHAA, todos los esteroides ensayados de
la serie “pregnan’ potenciaron el efecto secretor del muscimol, siendo este efecto
absolutamente dependiente de la concentración de muscimol utilizada.
En general, para los esteroides más activos de los dos naturales, THDOC y 3a-OH-DHP
y el anestésico alfaxalona, ensayados a altas concentraciones, entre 10 y 100 MM, se obtuvo
un pico de potenciación a una concentración de muscimol de 100 nM. En el caso de la
pregnanolona y la dexametasona, ensayados a 1 ~M y 10 gM, el pico de potenciación
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máxima se observó al estimular las células con concentraciones mayores de muscimol (entre
1 y 10 bLM). Por el contrario, la pregnenolona tuvo un ligero efecto inhibidor de la acción
del muscimol (figura 8), lo que está se acuerdo con la literatura, que muestra que los
esteroides pregnen tienen efecto nulo o inhibidor sobre la acción del GABA (McEwen,
1991).
De nuestros resultados parece deducirse que:
<1) De los esteroides ensayados a las dosis más bajas (lOOnM-IMM) (figuras 7.1, 7,2 y
7,3) se podría establecer el siguiente orden de potencia relativa: alfaxalona (80 96) >
dexametasona (50 96) > pregnanolona (35 96). Estos datos concuerdan con la literatura, en
la que está descrito que la alfaxalona tiene una gran potencia sobre las corrientes estimuladas
por activación del receptor GABAA, en tanto que la pregnanolona tiene moderada eficacia
sobre este receptor y la dexametasona tiene poca eficacia como esteroide neuroactivo, siendo
más conocida por sus efectos antiinflamatorios a nivel genómico.
(2) De los esteroides ensayados a dosis más altas (10-100 ~M) (figura 7.3, 7,4 y 7.5>, se
deduce que el THDOC, 3a-OH-DHP y alfaxalona tienen un efecto máximo similar de
aproximadamente un 75 96 sobre la actividad basal del muscimol.
(3> En lineas generales, existe una relación inversa entre la concentración de esteroide y
la de muscimol necesarias para obtener el pico de potenciación maxima: cuanto mayor es la
concentración de esteroide utilizada, menor es la de muscimol requerida para observar el pico
de secreción máxima,
En nuestras manos, ningún esteroide tuvo acción por sí mismo a las concentraciones
ensayadas (tabla 1), lo cual está de acuerdo con lo que ocurre en SNC midiendo flujos de CV
(McEwen, 1991), si bien para algunos esteroides como la alfaxalona a altas concentraciones
<10-100 MM), se ha descrito en las células cromafines un efecto directo sobre la activación
del canal del cloro del receptor GABAA en ausencia de CABA exógeno (Cottrell et al4,
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1987), que posiblemente se deba a la potenciación del efecto del CABA endógeno, aunque
nosotros no observamos este efecto, No obstante este efecto es compatible con nuestra
observación de que mayores dosis de esteroides neuroactivos son capaces de potenciar el
efecto secretor de menores concentraciones de muscimol.
En resumen, los receptores GABAA en las células cromafines, son modulados por una serie
de fármacos, ansiolíticos, sedantes, anticonvulsivantes y anestésicos, conocidos moduladores
de este receptor en el S.N.C. Es de destacar en sus efectos la acusada dependencia de la
concentración de fármaco utilizada, como ha sido observado también con estos moduladores
en el S.N.C, (Lin et al,, 1992). El conocimiento del sistema del GABA y su modulación
farmacológica en la médula adrenal ofrece además una interesante proyección farmacológica
futura en el desarrollo de nuevas sustancias terapéuticas, como sedantes, anestésicos
generales y anticonvulsivantes, así como un mejor conocimiento de la influencia del sistema
endocrino en la función del SNC.
Ya que muchos de estos compuestos, como los esteroides naturales son sintetizados
endógenamente por la corteza adrenal, principalmenteen respuesta al estrés, los efectos aquí
descritos pueden tener importancia no sólo farmacológica, sino también fisiológica, ya que
estos esteroides podrían actuar como moduladores endógenos del receptor GABAA Y
contribuir así a la modulación de la secreción de CAs por la médula adrenal durante el
estrés.
1.3. Estructura molecular del receptor: concordancia con su
modulación farmacológica
Nuestros resultados sobre la estructura de los receptores GABAA en la médula adrenal
indican que están compuestos por las siguientes subunidades: a1, a4, ~1, ~ 133, ‘Y2 y no
contienen las subunidades a2, a3, a6 (figuras 12-14).
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Los receptores GABAA/BZ se han clasificado en BZI y BZ2 segun las subunidades a por
las que están formados (Sehofleld, 1989; Sieghart, 1989). Por contener la subunidad a1, los
receptores GABAA de la médula adrenal son del tipo BZI. Elio les confiere unas
características farmacológicas específicas, como tener una alta afinidad para las fl-carbolinas
(Síeghart, 1992), como hemos observado para el receptor GABAA de la médula adrenal
(figura 1 1C). El otro subtipo se denomina BZ2 y corresponde a un receptor que contiene las
subunidades a2, a3 ó a5 (Sato et al., 1989). Nosotros hemos demostrado que, al menos, las
subunidades a2 y a3 no están presentes en el receptor de la médula adrenal (ver figura 14).
Estos resultados (presencia de la subunidad a1 y ausencia de a2 y a3) confirman los de Ymer
y col. (1989) sobre la presencia y ausencia, respectivamente, de sus correspondientes RNA
mensajeros (RNAm) en la médula adrenal.
La completa caracterización llevada a cabo con la subunidad a~, nos había llevado a
concluir anteriormente que el receptor de la médula adrenal era homogéneo en cuanto a su
composición de subunidades a (Parramón et al., l994a). Sin embargo, la demostración
posterior, aunque de manera preliminar, de la presencia de la subunidad a4, parece apuntar
la posible existencia de receptores formados por varias subunidades a diferentes (receptores
heterogéneos) como ha sido observado en otros tejidos (Lúdens et. al,, 1991). Esta afirmación
requiere, sin embargo, experimentación adicional.
Si bien las subunidades a son a las que se unen las HZ y marcan su clasificación
farmacológica, las subunidades ¡3 son a las que se une el GABA y marcan el grado de
afinidad de este neurotransmisor por su receptor. Entre estas subunidades, las JI1, ~ y 1%
parecen estar presentes en médula adrenal, resultado que confirma los anteriores sobre la
presencia de sus RNAm correspondientes (Ymer et al., 1989>. La presencia de estas
subunidades 11 sólas o en combinación con otras subunidades a o -y les confieren la propiedad
de ser moduladas por corticosteroides (McEwen, 1991), como hemos confirmado en nuestros
resultados, Las subunidades E contienen sitios de fosforilación por PKA en residuos de serma
(Burt et al, 1991). En nuestro caso hemos observado que el receptor GABAA se regula
negativamente cuando incrementamos los niveles de AMPc, tanto por activación del receptor
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OABA~ (Oset-Gasque et al., 1993), como por forkolina o análogos no hidrolizables del
AMPc (Parramón et al., 1994d).
Por último, la presencia de la subunidad 72 (Parramón et al., 1993) indica que el receptor
de la médula adrenal es susceptible de modulación por HZ, como hemos observado, ya que
un receptor funcionalmente completo necesita la presencia de al menos una subunidad a, una
By una -y (Sigel et al., 1992). Además, la presencia de esta subunidad condiciona su
insensibilidad al Zn24 (Sieghar, 1992) ya que un receptor con la subunidad 72 es insensible
a este catión, como confirman nuestros resultados (figura 9).
Segdn se ha descrito, la coexpresión de las subunidades a~, W y 72 produce un receptor
de alta afinidad para la unión de HZ en el que éstas potencian (los agonistas), reducen (los
agonistas inversos) o no afectan (los antagonistas) las corrientes de CV inducidas por GABA
(Schofield, 1989). En nuestro caso, también se trata de un receptor de alta afinidad para las
BZ, ya que su K
9 es del orden de 4 nM (Parramón et al., 1994a).
La asociación de las subunidades a1, i32¡3, -~ es muy frecuente en los receptores del
cerebro, lo que sugiere que esta combinación tiene una gran relevancia fisiológica (Benke et
al,, 1991). Además esta combinación de subunidades conforma un receptor modulado por
ligandos benzodiazepinicos como es el caso del receptor de la médula adrenal. Por el
contrario, un receptor formado por las subunidades a1 ~2 72 presentada una EC50 para el
CABA 100 veces superior a la normal y baja cooperatividad (Sigel et al., 1992).
Según el completo estudio de Araki y Toluyama (1992) la composición de nuestro receptor
en médula adrenal seria comparable a la de las siguientes estructuras cerebrales murinas:
capa granular del nucleo dentado del hipocampo, túnica recta del Septu¡n y área ventrolateral
del tálamo. Esto concuerda con los datos de afinidad de ¡3-carbolinas, queeran muy próximos
a las de cerebelo, corteza cerebral e hipocampo bovinos (Duggan & Stephenson, 1988).
Pasando por alto las diferencias entre especies, ya que el receptor GABAA es un receptor
altamente conservado en la evolución (Lasham et al., 1991), podríamos concluir de estas
162
Discusión
comparaciones que el receptor GABAA de la médula adrenal podría ser muy similar al del
hipocampo. Esta conclusión parece confirmarse con datos fisiológicos que indican que el
CABA parece tener un efecto excitatorio en el hipocampo (Fiszman et al,, 1990) al igual que
en las células cromafines. Puesto que el CABA, además del hipocampo, tiene efecto
despolarizante en otras regiones del cerebro anterior, como en el nucleo estriado (Mercuri
et al, 1991), de manera más general podríamos concluir que el receptor GABAA de las
células cromafines es muy parecido al de las estructuras del cerebro anterior.
Haciendo un análisis global, si observamos que en la médula adrenal parecen estar
presentes dos subunidades a, tres fi y una y y que la estructura cuaternaria de un receptor
de GABA se asume que es pentamérica (Nayeem et al., 1994>, sedan posibles varias
combinaciones diferentes para un receptor GABAA en la médula adrenal. Ello conduce a
pensar que puedan exisistir diferentes isoformas del receptor, y que éstas puedan estar
presentes en distintos subtipos celulares, por ejemplo adrenérgicos y noradrenérgicos. Por
tanto, el efecto final del GABA dependerá de cual sea el subtipo de receptor más abundante,
y esto podría explicar la variabilidad observada, a veces, en las respuestas del CABA través
de su receptor GABAA en diferentes cultivos celulares. Por otro lado, la posible
heierogeneidad de estos receptores con respecto a las subunidades a, comentada
antenormente, podría explicar que los efectos potenciadores e inhibidores de las HZ sobre
la secreción de CAs inducida por muscimol fueran mediados por subtipos de receptores, con
distinta afinidad para las HZ: alta (efectos potenciadores) y baja (efectos inhibidores).
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2 Receptores GABÁ8 en la médula adrenal: función y
mecanismo de acción molecular.
2.1. Función de los receptores GABA1 en la modulación de la
secreción de CAs por las células cromafines bovinas
En nuestro trabajo anterior presentado como Tesina (Tesina de lvi. Parramón, 1991),
habfamos puesto en evidencia que la activación de los receptores GABA~ de las células
cromafines por agonistas específicos inducia una estimulación de la secreción basal de CAs,
así como una inhibición de los efectos secretores inducidos por la activación de otros
receptores específicos, como los colinérgicos nicotinicos y los de GABAÁ.
El efecto estimulador de la secreción basal de CAs era dependiente de Ca
2~ extracelular
y paralelo a la liberación de otros componentes granulares, como la DBH, por lo que la
secreción debida a la activación de los receptores GABA» parecía tratarse de una verdadera
exocitosis. Además, según se demuestra en esta Tesis; esta acción estimuladora es
consecuencia de su efecto despolarizante de la membrana (figura 15), efecto especifico, ya
que es revertido por el antagonista CGP 35.348 (figura 15), lo que daría lugar a la activación
de canales de Ca2~ dependientes de voltaje, entrada de Ca’~ al citosol, y, en consecuencia,
vertido de las CAs contenidas en los gránulos al exterior celular.
El efecto inhibidor del receptor GABA~ de estas células sobre la secreción de CAs
inducida por activación de los receptores nicotinicos y GABAA es también apoyado por un
efecto inhibitorio paralelo del potencial de membrana y de los niveles de Ca2~ intracelular
inducidos por estos agonistas (figura 16).
El receptor GABA
11, por consiguiente, parece ser un receptor que participa en la función
de la células cromafines teniendo efectos propio y modulando la actividad de otros
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receptores. Estudiaremos, a continuación, los mecanismos de acción por los que estos
receptores ejercen su función,
2.2. Mensajeros intracelulares implicados en las respuestas
funcionales de los receptores CABA8 de las células
cromafines bovinas
2.2.1. Implicación del AMPc
Tras numerosos ensayos desde diferentes abordajes, hemos podido constatar la implicación
del AMPc en los efectos secretores de los agonistas GABA~. Esta afirmación se basa en las
siguientes evidencias experimentales:
1) Los agonistas GABA11 inducen una elevación dependiente de la dosis de este nucledtido
cíclico (Tesina de M. Parramón, 1991; Oset-Gasque et al., 1993). El incremento de
AMPc parece ser debido a una estimulación directa de la proteína G,, activadora de la
adenilato ciclasa (A.C.), ya que las toxinas bacterianas pertusis (que inhibe la proteína
G~, inhibidora de A.C.) y colérica (activadora de la proteína G,) potencian o no afectan,
respectivamente, la acción de los receptores GABA~ sobre la secreción (Tesina de M.
Parramón, 1991, Oset-Gasque et al., 1993). La activación de otras ciclasas, como la
guanilato ciclasa, no parecen, sin embargo estar implicadas (figura 29).
2) Existe una correlación directa muy significativa entre los niveles de AMPc y la secreción
de CAs inducidos por la acción de los agonistas GABA8 (Figura 30).
3) Sustancias que elevan los niveles intracelulares de AMPc, como la forskolina, análogos
no hidrolizables del AMPc y diversos agonistas que estimulan la adenilato ciclasa,
producen un efecto similar al de los agonistas GABA~ sobre la secreción de CAs (Tesina
165
Discusión
de M. Parramón, 1991; Parramón et al., 1994d), así como sobre la despolarización de
la membrana plasmática (figura 17) y la elevación del Ca2~ intracelular <figura 19)
Por las evidencias previas de la implicación de este nucledtido cíclico en el mecanismo de
acción de los receptores GABA~ (reflejadas en la Tesina de M. Parramón), desde el inicio
de los trabajos de investigación destinados a la elaboración de esta Tesis hemos realizado
siempre en paralelo el estudio de los efectos de diversas sustancias que elevan los niveles
intracelulares de AMPc junto al de los agonistas GABA~, como se puede apreciar en el
apartado de resultados (IV), por lo que en el presente apartado aparecerán muchas veces
comentadas conjuntamente.
Este estudio conjunto nos llevé incluso a plantearnos la hipótesis del posible papel
funcional del AMPe como mensajero intracelular implicado en la exocitosis de CAs en la
médula adrenal, tema que quedaba sin resolver en la literatura existente. Para este estudio
realizamos una serie de estimulaciones con sustacias que elevan los niveles de AMPc por
estimulación de un receptor extracelular (VIP, agonistas adenosinérgico y ¡3-adrenérgicos,
CABA
11) sólos o coestimulaciones de los mismos junto con la forskolina, que, como se ha
indicado anteriormente produce una estimulación directa de la adenilato ciclasa. Al establer
los diagramas de correlación entre la secreción de CAs y los niveles de AMPo producidos
en estas condiciones, observamos que el AMPc incrementaba la secreción de CAs de manera
directa y acusada únicamente cuando sus niveles intracelulares no exceden de 3-4 veces los
niveles basales (figura 31), como corresponderla a una estimulación con agonistas GABA~.
Sin embargo, niveles superiores hacen que la correlación disminuya, hasta hacerse no
significativa cuando los niveles de AMPc alcanzados exceden de 7 veces los basales (figura
31). De ello se deduce que el AMPc es un mensajero intracelular regulador de la secreción
de CAs por las células cromafines, que ejerce sus acciones de forma dependiente de los
niveles en los que se encuentre en ellas, como muy recientemente han observado también
Morgan y col. (1993), quienes muestran que el AMPc tiene un efecto bifásico sobre la
secreción en células permeabilizadas dependiente de Ca
2~, produciendo un pico de secreción
a concentraciones en torno a 1 pM y voviendo a os niveles control a concentraciones de 1
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mM. Ello podría estar relacionado con procesos de fosforilación-defosforilación, que
compiten entre sí en su acción sobre canales de Ca24 dependientes de voltaje o proteínas del
Citoesqueleto implicadas en la secreción de CAs <Amstrong, 1989). Nuestros resultados
podrían justificar también la alta variabilidad de resultados encontrados por los diferentes
autores en las respuestas del AMPc en las células cromafines (Baker et al,, 1985; Tsujimoto
et al., 1986; Cheek & Burgoyne, 1987; Marriot et al.; 1988; Monta et al., 1987a y b; Bott
eL al., 1991), lo que nos llevó a plantear este trabajo de investigación (Parramón et al.,
1994d). No obstante, pese a todas las controversias, en la literatura encontramos trabajos en
los que se ha observado que el uso de ciertas sustancias que producen AMPc, como el
Ñptido intestinal vasoactivo (VIP) (Wilson et al., 1988) o el péptido activador de la adenilato
c’iclasa de pituitaria (PACAP) (Isobe et al,, 1993) parecen incrementar la secreción de CAs
en las células cromafines, como nosotros afirmamos.
2.2.2. Implicación del Ca24
2.2.2.1. Elevación de los ti/veles basales y regulación del caa+
inducido por otros recentores
ILa activación de los receptores GABA
11 produce un incremento dependiente de la dosis de
los niveles de intracelulares de Ca
24. La EC
50 de este efecto es de 25±6MM (APPA) o de
60±10pM (baclofén) (figura 18), concentraciones menores a las observadas para producir
su efecto sobre la secreción de CAs. Esta diferencia podría explicarse porque se necesitaran
mayores concentraciones de agonista para observar el efecto fisiológico, la secreción de CAs
que para elevar el Ca’
4, por ser éste un primer eslabón del proceso que conduce a la
exocitosis, o dicho de otra manera, que se necesite una determinada concentración de Ca24
jn<racelular y, por tanto, una dosis alta de agonista que lo incremente, para producir la
secreción de CAs. Por esta razón, en nuestros experimentos usamos una dosis máxima de
agonista (500 gM) para asegurar un incremento máximo de Ca’4,
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El incremento de Ca24 intracelular por activación de los receptores GABA11 es muy
novedoso en la literatura, puesto que estos receptores se han ligado siempre a efectos
fisiológicos inhibitorios, y en particular a una disminución de la conductancia del Ca
2~ (H6sli
el al., 1990). No obstante, recientes trabajos muestran que los receptores GABA
3
incrementan los niveles intracelulares de Ca
24 en astrocitos tipo 1 <Nilsson et al., 1993) o en
las células granulosas del cerebelo (Erausquin et al,, 1992).
Además de este incremento de la [Ca2fl
1,la activación de los receptores GABAB asf como
la estimulación de las células con pClpAMPc o forskolina (que también originaron un
incremento de [Ca24]1, figuras 18 y 19), causaron una disminución en los niveles de Ca2”’
inducidos por la activación de otros receptores, como nicotinos (figuras 27A y 28) y GABAA
(figura 27B y 28), Este resultado, junto con el de la misma inhibición paralela del potencial
de membrana (figuras 16 y 17) confirma la idea de que los receptores GAHA» modulan la
actividad de los receptores nicotinicos y GABAA por fosforilación, idea reflejada en el
esquema 15, apartado 1.3.6.
Puesto que en el proceso de liberación de CAs están implicados una serie de
acontecimientos, en los cuales el Ca24 tiene un papel fundamental, quisimos realizar un
estudio más profundo del origen de la elevación de Ca24 producido por activación de los
receptores GABA~ y, en paralelo, estudiar si el AMPc tenía unos efectos semejantes, lo que
confirmaría nuestra hipótesis de que las acciones del receptor GABA
3 discurren par la
formación de este nucleótido cíclico,
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2,2.2.2. Origen del Ga2~ movilizado var agonistas GABA8
Para estudiar si la elevación de [Ca24]~producida por los agonistas GABA11 se debía a su
entrada del medio extracelular o a su liberación de los depósitos intracelulares, procedimos
a bloquear la entrada de Ca
2~ del medio extracelular por diferentes estrategias
experimentales. La primera fue adicionar EGTA 4 mM al medio, suficiente para quelar el
Ca24 extracelular y la segunda fue disminuir el Ca2’4’ extracelular a una concentración
equlinolar a la intracelular con una mezcla adecuada EGTA/CaCI
2. En ambos casos se
observó una notable disminución de los niveles de Ca
2”’ inducidos por estas sustancias, lo que
indicaba que la mayor parte del Ca24 movilizado por los agonistas GABA
11, aproximadamente
un 70 %, procedía del medio extracelular y el 30 % restante procedía de la liberación desde
compartimentos intracelulares, por lo que procedimos a estudiar con detenimiento ambas
contribuciones.
Para determinar la vía de entrada del Ca
24 a partir del medio extracelular, procedimos
a bloquear su paso a través de los canales de Ca24 dependientes de voltaje mediante el uso
de antagonistas específicos, nifedipina, para bloquear la entrada a traves de los canales tipo
L, y w-conotoxina, para bloquear la entrada a través de los de tipo N. El pretratamiento con
nifedipina produjo una disminución de las concentraciones de Ca24 intracelular seniejente a
la observada al quelar el Ca24 extracelular con EGTA, mientras que con co-conotoxina no se
observó una disminución significativa de la concentración de Ca2~ intracelular, lo que
indicaba que la entrada de Ca2’4’ producida por activación de los receptores GABA~ se realiza
a través de un canal de Ca24 dependiente de voltaje tipo L, mientras que el tipo N no
interviene en la actividad de estos receptores. Este resultado contrasta con los de otros
trabajos que afirman que los receptores GABA
8 en el SNC interaccionan con los canales N
(Huston et al., 1990), T (Scott et al., 1990) o P (Mintz & Bean, 1993) y no con los L, y con
otTos que afirman que el efecto de los agonistas GABA» es aditivo con el de la nifedipina
(Bowery et al., 1989). Sin embargo, concuerda con la idea de que el AMPe estimula la
entrada de Ca
24 a través de canales tipo L, como se ha demostrado en células 13-pancreáticas
(Ammaia et al., 1993).
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Además de la entrada de Ca2~ del medio extracelular, nuestros resultados indicaban que
existía también una cierta cantidad de Ca24 que parecía proceder de la movilización de los
depósitos intracelulares, y que era aproximadamente un tercio del total de Ca24 inducido
por activación del receptor GABA
11, que estudiamos a continuación.
Como hablamos indicado anteriormente, en las células cromafines adrenales, existen dos
grandes compartimentos intracelulares que almacenan Ca
2”’: uno de ellos es sensible a IP
3,
asociado clásicamente al retículo endoplásmico, y el otro es el denominado sensible a cafeína,
que participa en el mecanismo de liberación de Ca
24 inducida por Ca2”’ o calcium-induced-
calcium-release (CICR) (O’Sullivan & Burgoyne, 1989),
Para estudiar la contribución de cada uno de estos dos compartimentos intracelulares a la
elevación de [Ca2”j~producida por agonistas CABA
11, procedimos a medir los niveles de Ca
2”’
inducidos por los agonistas GABA
11 en ausencia de Ca
24 extracelular, y tras la deplecién del
Ca24 de depósitos intracelulares bien con la angiotensina II, clásico agente productor de IP
3,
y por tanto movilizador del Ca2”’ del retículo endoplásmico, o con cafeína, que moviliza el
Ca2”’ del compartimento insensible a IP
3. Cada una de estas sustancias en ausencia de Ca
2”’
extracelular fueron capaces de incrementar los niveles de Ca24 intracelulares en diferente
cuantía, siendo la cafeína algo más potente que angiotensina II (figuras 22B y C) y ambos
más que los agonistas GAHAB (figura 22A). El pretratamiento con angiotensina II bloqued
totalmentela respuesta del APPA y del baclofén (figura 22B), mientras que el pretratamiento
con cafeína no afectó la respuesta de estos agonistas, observando sólo una muy ligera
disminción no significativa con respecto al efecto de los agonistas sin tratamiento previo con
esta xantina (figura 22C). Esta peque5a disminución también fue observada sobre la respuesta
de la angiotensina II al realizar el mismo pretratamiento (figura 2213), lo que apoya la idea
de que en las células cromafines podría existir un compartimento mixto, sensible a la vez a
cafeína y a IP
3 (Pruss et al, 1991). La combinación de angiotensina II y cafeína, como era
de esperar, bloqueé totalmente la respuesta del receptor CABA11 (figura 22C).
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Por lo tanto, nuestros resultados indican que la liberación de Ca2~ de los depósitos
intracelulares producida por activación de los receptores GABA~ se realiza a partir del
compartimento sensible a IP
3, resultado que ha sido confirmado por el hecho de que tanto
el APPA como el baclofén fueron capaces de incrementar los niveles de IP3 de forma
dependiente de la dosis (figura 23).
2.2.2.3. Relaciones entre el Ca2~ y la resnuesta secretora
Para estudiar la implicación del Ca24 en la secreción de CAs inducida por activación de
los receptores GABA
11, estudiamos la secreción de CAs producida por APPA y baclofén en
presencia y en ausencia de Ca
24 extracelular. El efecto secretor se estudió tanto a tiempo real
(t=segundos) como a tiempos más largos de estimulación (t=minutos), como se indica en
Material y Métodos,
En medidas de secreción de CAs a tiempo real y en presencia de Ca24’ extracelular 2.5
mM, los agonistas incrementaron muy significativamente la secreción de CAs, pero en
ausencia de Ca24 la secreción de CAs fue nula (figura 25), de lo que se deduce que el Ca24
extracelular es absolutamente necesario para que se produzca la secreción. A tiempos más
largos de incubación (t= 10 minutos) y en presencia de Ca2~ extracelular, los agonistas
GABAD produjeron, un efecto secretor dependiente de la dosis (Oset-Gasque et al., 1993).
Sin embargo, en ausencia de Ca24 extracelular la secreción fue muy pequeña, en tomo a un
30 % de la obtenida en presencia del mismo (figura 24) y estadísticamente no significativa.
La diferencia entre los resultados sobre la secreción en ausencia de Ca2~ extracelular
obtenida a tiempo real o en periodos más largos de incubación se podría explicar por el
modelo de exocitosis propuesto por Neher y Zucker (1993). Según estos autores, las
vesículas de almacenamiento de CAs se dividen en tres diferentes grupos según su
proximidad a la membrana plasmática. Asf, las vesículas más alejadas producirán una
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secreción más retardada, puesto que tienen que pasar sucesivamente por las diferentes
~esIacione5’de vesículas. Por ello pensamos que la liberación de Ca24 de los depósitos
intracelulares en el caso de la estimulación a tiempos largos podría promover el movimiento
de estas vesículas más lejanas, que irían aproximándose a la membrana plasmática y
producirían finalmente una pequeña secreción. No obstante, en nuestro caso, la contribución
de la movilización de Ca2~ de los depósitos intracelulares no se puede considerar como
importante en la respuesta secretora a la que dan lugar los receptores GABA
11, y esto lo
demuestra el hecho de que no sea estadisticamente significativa y de que la correlación entre
los valores de IP3 (responsable de la movilización del Ca24) y la secreción de CAs inducida
por la activación de estos receptores tampoco sea significativa ni para el APPA (figura 31A)
ni para el baclofén (figura 3 lE).
También otros autores han observado en células cromafines porcinas que la [Ca2i¡
inducida por activación de los receptores muscarinicos, en ausencia de Ca24 extracelular
disminuye aproximadamente 2/3 respecto a la conseguida en presencia de Ca2”’ (Xu et al,,
1991) y este tratamiento disminuye la secreción un 70 % (Xii et al., 1992), resultados que
son plenamente concordantes con los obtenidos en nuestro laboratorio (Parramón et al,
1994c). El Dr. N. Eowery, quien por primera vez mencionó la existencia de los receptores
GABAD, afirma que el receptor del SNC es comparable a los receptores A
1 adenosinérgicos
(Bowery, 1993). Nosotros hemos observado, sin embargo, una gran analogía entre las
acciones mediadas por los receptores GABA11 en las células cromafines bovinas y las del
receptor muscarínico de diversas especies (porcina, canina, felina) en lo que respecta a la
dependencia del Ca
24 en la secreción de CAs (Xu et al,, 1992; Ohtsuki et al,, 1992) e
incluso en su capacidad de despolarizar las células (Uceda et al, l992)~
Otra respuesta del receptor GABA
11 estudiada paralelamente en ausencia y en presencia de
C&~ extracelular fue la formación de AMPc. La ausencia de Ca
2”’ extracelular disminuyó
notablemente la formación de AMPe inducido por agonistas GABA~, lo que sugiere la
existencia de una estrecha relación entre ambos segundos mensajeros. Esta relación se podría
establecer a varios niveles, como comentamos a continuación.
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2.2.3. Interrelaciones funcionales entre los mensajeros intracelulares
inducidos por activación de los receptores GAIJAB en las células
cromafin es: mecanismo de acción molecular propuesto.
Los resultados de esta Tesis apuntan a que tanto el Ca24 como el AMPc parecen ser los
segundos mensajeros que median la respuesta de los receptores GABA~ sobre la secreción
de CAs y que existe una correlación directa entre la secreción de CAs tanto con los niveles
de AMPc, como con las elevaciones de Ca2’4’ intracelular promovidos por los agonistas
OABA
11, (figura 30). Las relaciones entre ambos segundos mensajeros han sido ampliamente
discutidas en la literatura científica. Hemos intentado recoger aquí algunos de los niveles en
los que estos mensajeros se relacionan o entrecruzan sus mecanismos,
En cuanto al AMPc, está descrito que este segundo mensajero puede fosforilar, por
activación de la PKA, los canales de Ca
24 dependientes de voltaje (Cliern et al., 1988). De
hecho, en células 13-pancreáticas se ha visto que el AMPo estimula el influjo de Ca24 a través
de canales tipo L (Ammala et al., 1993). No obstante, algunos autores sugieren que esta
fosforilación puede no ser suficiente para abrirlos. Ya que los canales son activados
fisiológicamente por cambios en el voltaje, es lógico pensar que haya una despolarización
previa a la entrada de Ca24 a través de los mismos, Esta despolarización podría ocurrir por
un incremento en la concentración de Na4 intracelular, debido a que la ¡‘KA puede fosforilar
la Na~-K~-ATPasa, inhibiéndola (Lingham & Sen, 1982; Monta et al., 1991b). El aumento
de Nat intracelular podría promover, además, la inversión del transportador Na~-Ca24, con
el consiguiente incremento en la concentración de Ca24 intracelular (Morita et al,, 1991a).
Estos mecanismos apoyan nuestro resultado de que el AMPc es capaz de producir por sí
mismo incrementos en el potencial de membrana, incrementos de Ca~4 intracelular, y, como
consecuencia, estimulación de la secreción de CAs. Sin embargo, Morita y col, no observan
que el AMPc tenga efecto alguno sobre la secreción basal de CAs (Monta et al., 1987a).
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El AMPc, por activación de la ¡‘KA también podría activar otros canales de Ca24 que no
fueran dependientes de voltaje, como los canales tipo G (Cefla et al., 1991), los canales de
Ca~ ‘facilitadores, que contribuyen al incremento de las corrientes de Ca2~ (Artalejo et al,,
1990), facilitando los procesos celulares dependientes de Ca24, como la exocitosis u otros
canales de Ca2~ activados directamente por AMPc similares a los del bulbo olfatorio
(Kurahashi, 1990), aunque la presencia de estos últimos canales no se ha estudiado todavía
en las células cromafines.
Por último, los efectos del AMPc podráin relacionarse con el bloqueo de los canales de
K4 implicados en el mantenimiento del potencial de reposo de las membrana~ lo que
co~duciria a una activación inmediata de los canales de Ca2~ dependientes de voltaje. Este
mecanismo ha sido demostrado recientemente por González y col. (1993), que observan
cómo el bloqueo de la corriente de salida del K’4’ con tetraetilamonio produce una
despolarización de la membrana de la célula cromafin, elevación sustancial de [Ca24]
citosólica e incremento dependiente de la dosis de la secreción de CAs, siendo estos efectos
bloqueados parcialmente por nifedipina y mejorados por HAY K 8644.
Además de estos mecanismos tempranos, la fosforilación de proteínas por PICA podría
afectar algunas proteínas del citoesqueleto implicadas en la exocitosis de las CAs en un
eslabón posterior a la entrada de Ca24 y ayudar así a mantener un conjunto de gránulos de
liberación rápida, probablemente por afectar directamente su movilización o su fusión con
la membrana plasmática, contribuyendo a la amplificación de la exocitosis dependiente de
Ca2~ en las células cromafines. Estos mecanismos podrían estar relacionados con la
despolimerización de la red de actina que podría permitir la aproximación de los gránulos
a los sitios de anclaje en la membrana plasmática o la separación de proteínas similares a la
sinapsina de la membrana vesicular de su anclaje a los microfilamentos de actina que unen
los gránulos al citoesqueleto (Llinás et al,, 1991).
Por su parte, el Ca24 podría también incrementar la producción de AMPc, por activación
de una isoenzima de la adenilato ciclasa dependiente de Ca24-calmodulina, (Keogh & Marley,
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1S91), ya que estos autores han observado que el Ca24 no inhibe la degradación del AMPc
ni su salida de la célula. En nuestro caso, observamos este efecto cuando impedimos la
entrada de Ca24 extracelular, y obtenemos un incremento menor en los niveles de Ca’~
inducidos por activación de los receptores GABA
11, En estas circunstancias, el AMPc también
sufre un menor incremento respecto al obtenido en presencia de Ca
24, pero curiosamente,
se mantiene la misma proporción de disminución en el AMPc y en el Ca24. Por ello
pensamos que los incrementos en el AMPc y en el Ca24 no son acontecimientos aislados, y
que uno y otro se entrecruzan a diferentes niveles y se potencian; de hecho, como hemos
comentado anteriormente existe una correlación estadísticamente significativa entre el AMPc
y el Ca2~ (figura 30).
Si quisieramos establecer un orden de acontecimientos, segi.in nuestros datos, el AMPc
iniciarfa los pasos necesarios para producir la entrada de Ca2~ extracelular, que seda el
máximo responsable de la secreción, Por su parte, el Ca24 elevado podría: activar la PLC,
ya que es una enzima dependiente de Ca2”’, producir la salida de Ca2”’ de los depósitos
intracelulares y estimular la adenilato ciclasa dependiente de CaCaM produciendo un
incremento adicional del AMPc, lo que tendría una contribución adicional pequelia a la
secreción. El mecanismo por el cual el AMPc producirla la salida de Ca24 de los depósitos
intracelulares sería por un incremento del IP
3, ya que aunque el receptor de IP3 tiene un sitio
de fosforilación inactivante por PKA, se ha visto que diferentes sistemas acoplados a
proteínas Gs, lo están también a proteínas G relacionadas con la fosfolipasa C (Delporte et
al,, 1993). Más aún, se conoce que el polipétido activador de la adenilato ciclasa de la
pituitaria (PACAP), que incrementa los valores de AMPc en células cromafines porcinas,
produce además un incremento del Ca
2”’ intracelular, procedente tanto del medio extracelular
como de compartimentos intracelulares y un incremento en los valores de IP
3 (Isobe et al,,
1993). Todos estos mecanismos se reflejan en el esquema 18.
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Esquema 18. Modelo del mecanismo de acción propuesto para los receptores GASA8 en las células
cromafines bovinas y su relación con la secreción, La activación de los receptores CABA2 produce la apertura
de los canales de Ca
2’4’ dependiente de voltaje tipo L y una salida de los depósitos intracelulares sensibles a lP~,
cuya contribución respectiva es 2/3 y 1/3 del total del Ca2incrementado por los agonistas GASA
8. La
activación de estos receptores produce además la formación de AMPo por activación de las protetnas Os que
activan la adenilato ciclasa. El AMPo produce también una entrada de Ca
2 por los mismos canales tipo L.
Todo ello conduce a un elevación de la secr ción de CAs, en los porcentajes que se detallan en la figura.
Acciones similares se han descrito para el polipéptido activador de la adenilato ciclasa de pituitaria (PACAP)
<Isobe et al., 1993). Esquema tomado de Parramón eL al., 1994b.
e
176
Discusión
2.3. Modulación de la actividad de los receptores GÁBÁR por
fosforilación
Los receptores GABAB parecen ser modulados por fosforilación por PKA y PKC en el
81K (Kamatchi et al,, 1990), disminuyendo su actividad. Nuestros resultados parecen
confirmar que también la fosforilación de los receptores GABA2 en las células cromafines
tanto por la ¡‘KA (figura 33) como por la PKC (figura 34) es capaz de inhibir su acción. La
inhibición por PKC comprobamos que era específica, ya que la estaurosporina, un inhibidor
de la PKC previno el efecto inhibitorio del TPA (activador de la PKC) sobre la acción
secretora de los agonistas GABA~ (figura 35).
Estos resultados indican que, a pesar de las diferencias encontradas entre tos receptores
GABA~ de las células cromafines y los de otros tipos celulares con respecto a su mecanismo
de acción, la regulación de estos receptores parece ser común. Si se tiene en cuenta que los
receptores adrenales incrementan los niveles de AMPc, surge la interesante posibilidad de
queestos receptores se puedan autorregular.
2.4. Comentados finales
El receptor GABA11 de las células cromafines de la médula adrenal no habla sido
anteriormente muy estudiado en la literatura. En los últimos afios, tras la confirmación de
su presencia en la médula adrenal (Martínez et al., 1987; Castro et al., 1988) y su posible
funcionalidad (Castro et al, 1989), tan sólo ha aparecido un trabajo de Doroshenko y Neher
(1991) en el que se estudiaban los efectos de la activación de los receptores GABA11 sobre
las corrientes de Ca
24 por técnicas de patch-clamp, cuyos resultados coincidían con los
nuestros en cuanto a que la activación de estos receptores disminuye la (Ca2t
1 inducida
(Oset-Gasque et al., 1993), en su caso por K”’ (Doroshenko & Neher, 1991).
Y-
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El mecanismo de acción de los receptores GABAB de la médula adrenal es, como hemos
detallado, diferente del observado para los mismos receptores en el SNC. Sin embargo, las
respueslas de este receptor son muy variables de unos tejidos a otros, y se han justificado
reiteradamente en la literatura por la heterogeneidad de receptores GAIBA11 existente
(Bonnano & Raiteri, 1993). Hasta el momento, no se ha podido profundizar en el estudio de
su estructura, ya que sólo se ha comenzado la purificación por inmunoafinidad de los
receptores de la corteza cerebral, disponiendose actualmente de anticuerpos monoclonales
especfficos que podrán permitir la mejor caracterización de la estructura del receptor
(Nakayasu et al., 1993; Kuriyama et al,, 1993). El uso de las herramientas que ofrece la
Biología Moleclular será sin duda de gran ayuda en el futuro para esclarecer la
heterogeneidad de los receptores GABAJ1 tanto del SNC como del SNP, asi como la
diversidad de respuestas funcionales de los mismos.
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Conclusiones
El presente estudio de los mecanismos de acción y características de los receptores de
GABA (GABAA y GABA~) en las células cromafines de médula adrenal bovina ha dado lugar
a las siguientes conclusiones:
la.- Los receptores GABAA de las células cromafines de la médula adrenal bovina
eaimulan la secreción basal de CAs. Esta función es modificada por diversos fármacos
conocidos moduladores de la actividad de los mismos receptores en el SNC, como son las
benzediazepinas (EZ), 13-carbolinas, barbitúricos y esteroides neuroactivos, no teniendo
ninguno de estos compuestos por si mismo efecto sobre la secreción basal. Los efectos
moduladores son potenciadores o, en algunos casos, inhibidores, dependiendo de la
concentración de musci mol utilizada.
2’~.- Los ensayos de unión al equilibrio de BZ y Il-carbolinas indican que estas sustancias
se unen específicamente con una alta afinidad a membranas de médula adrenal, con K0
similares a las del cerebro. Estos resultados junto a los de secreción muestran que se trata
de un receptor de BZ de tipo central, sin descartarse la posible existencia de un receptor de
BZ de tipo periférico, aunque éste no parece participar en la regulación de la secreción basal
de CAs.
3~ El receptor GABAA de la médula adrenal está compuesto estructuraimente por las
siguientes subunidades: a1, a4, ~ ~ 133, Y2 y carece de las subunidades a2, a3 y a6. Esta
estructura molecular le confiere unas ciertas características farmacológicas teóricas que
coinciden con las encontradas experimentalmente. Por contener la subunidad «t es un
receptor de tipo BZl, con alta afinidad por las J3-carbolinas. La presencia de dos tipos
distintos de subunidades a, tres 13 y una y, hace pensar la posible existencia de receptores
heterogéneos en las células cromafines, que podrían estar presentes en los distintos tipos
celulares cromafines.
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40.. El receptor GABA11 de las células cromafines de la médula adrenal bovina modula
específicamente la secreción basal de CAs en dichas células, así como la respuesta secretora
y la funcionalidad de otros receptores como los colinérgicos nicotinicos y los de GABAA. El
mecanismo de acción molecular por el que lleva a cabo su función está relacionado con la
generación de los segundos mensajeros: AMPo y Ca24, cuyos incrementos se correlacionan
directamente con los efectos secretores producidos por estimulación de las células con
agonistas CABA
1>. Ambos mensajeros intracelulares interaccionan entre sí para producir la
respuesta secretora. La elevación de Ca
2”’ intracelular llevada a cabo por los agonistas
CABA
1, se ejerce principalmente por influjo del mismo a través de canales de Ca2”’
dependientes de voltaje de tipo L y por una pequefia movilización de Ca2”’ del retículo
endoplásmico, causado por el incremento en los niveles de IP
3 que producen estos agonistas.
El IP1 no parece relacionarse con la respuesta secretora. Otro mensajero intracelular, el
GMPc, no parece intervenir en la acción de los receptores CABA11.
St- El AMPo tiene por sí mismo un efecto activador de la secreción basal de CAs en
células cromafines bovinas y un efecto inhibidor de la secreción inducida por activación de
receptores colinérgicos nicotinicos y de GABAA. El efecto secretor del AMPc depende
estrechamente de los niveles intracelulares del mismo, siendo positivo sólo en los casos en
los que se eleva hasta 3-4 veces sus niveles basales. Esto podría explicar los resultados
conflictivos existentes en la literatura sobre este tema,
60... Los receptores CABA1> parecen regularse por fosforilación por PKA y PKC.
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MECHANJSM THROUGH WHICH GABA,, RECEPTOR
MODULATES CATECHOLAMINE SECRETION FROM
BOVINE CHROMAFFIN CELLS
M. P. GoNzÁLEZ,t M. J. OSET-GASQUE, E. CASTRO, 3. BUGEDA, C. ARcE sad M. P&RR,,MON
Instituto de Bioquimica, Centro mixto C.S.I.C.-U.C.M., Fac, de Farmacia, Universidad Conipluteilse,
28040 Madrid, Spain
Absírací—Time actions sund mechanism of OABAergic modulation of catachoiamine sacretion frora
isolated bovina chromaflin celís were investigated. The CABA,, receptor agonisí intisch’wl induced a fasí
risc ¡u cyiosolie [Ca’’ 1. Tite mean peak iricrease was 290±30uiM ovar basal avda. Time mercase tu
c>iosoLk [Ca’’ 1 was abolished jo Ihe absenca of extracellular (Ca’] aoci vas blocked 1»’ time GAliA,,
anlagonisí bicuculline sund the dihydropiridine nifedipina. Muscimol also eliciled Iba release of calechol-
amines aud increased tite bisoxonol fluorescence indicatin» a ccli depolarization. Tbe [Ca’ 1 anlry was
we~l correlaled with muscimol-evokcd catecholamine secretion, When calla vare irealad wiih muscimol
aoci a sccond seoraagogue, a biphasic behavior was reveakd. Muscimol enhancad [ha eatecholamina
release cvoked by Iow concentrationa of nicotine or Kt vitoreas release obtained at hlgh concantraliona
of nicotina or was actuatly inhibited. When tite muscimol efl’ecl op membrane potantial vas s(udied
¡u time preseace of low K~ or nicotina concentrations. an enhancement of (he bisoxonol fluorescenca was
observad, Titis effea vas reversed al high concenlrations of both K aoci nicotina. Measurement vf~Cl
fluxes showed an increase o membrane permeabiliy Lo C1 duriog muscimol atimutation. Time influx or
efflux Lo C1 was dependení on membrana polantial. lo normal condilicos, vjth a K coneentralion of
5.4 mM, a C1 efflux vas observad by both radiometrie icehuiques, with ‘~Cl~ suad by time use of time
chloride.sensit¡ve lluoresconí probo 6.meihoxy-N<3-sulphopropi])qtlifloliflitJfll, as indicator of intracellu-
lar C1. AL 1,1gb nicotina (20 mM) or K’ concentraiions <105 mM) a ci— iuttlux vas observed using
&meihoxy-N-(3-sulphopropil)quinolioium. Equilibrium potential for C1 vas placed al —51.4±2.1mV
by indepeodeol esiio,ation of “C1 disiribution acroas mambrane.
These resulis suggest a dual, modulaíory role for CABA in tite adrenal medulla. lis probable mechaflisrii
and impl¡cations are discusaed.
ciABA, time ¡naln inhibitory neurotraosmilter in time
trajo, is also preseol iii peripiteral tissues, where it
can have a funetional role in tite regulation of
honnone secretion.” CABA and GABA-relsuied
tnzymes have beco localized lo time adrenal
medu1Ia~us.u9 aud in citromaifin celís,” aud GASA-
ergio nene fibera haya kan described lo canina sud
bovine adrenals.~’4
Sangiah el al)9 reported for ihe firsí time thai
ClARA elicited catecholamine (CA) release from
isolated bovina adrenals and more racently timis
stimuiatory action of GASA has been confimied in
isolaced citromaifio cells.’’5’8 However, GASA
adion ort time whole adrenal glaod has proved more
complex. CABA increases time basal secretion of
CAS,azt29 whila it reduces tite secretory response
<licitad 1»’ electrical stimulation of time gland.’8’4
“Yo ~hom correspondence should be addressed.
Abb,evfaílons: bisoxonol, bis.(t,3.diethylthiobarbituratel
Lrimelhine,oxonol; CA, caiecholamine; tCa2*l, otra-
cellutar caleium conceniralion; DMEM, Dulbacco’s
modifled Bagles medium; DIOS, 4,4-duisothiocyanaio
stilbeu-í-2,2—disulphooic acid; Fc, aquilibrium potential
a cl—; BOTA, oú,ylenaglycolbis(aminoethyletheljietra-
mcelfle; SPQ. 6.methoxy.N.(3-sulphprOpil)qUiliOliTliUTfl.
Recentí>’, ve described the presence of two popu-
lations of GASA receptora ¡a bovine adrenal
madullar>’ membranas, narnely CABA,, and GABAa
receptora.’” Bach one exerta opposite eftects en CA
release, ana activatiug and tite odiar iuhibiting tite
secretion of’ CAs) lo time presetil alud>’ WC ¡ovesti-
gated whether GASA,, receptor-niediated actiona,
provide a dual, modulatory role for CABA,, racep-
tora in ebromalfin calla. mis GASA effect could be
activator or inhibitor, depending o» membrane po~
tential. Part of titase resulta has baca presented in
preliminar>’ formA3
EXPERIMENTAL PROCEOLJRES
Ma¡erta/a
FURA 2AM bis-II ,3.diethylth¡obarbiIiJrddltrllnlCthiUe
oxonol <bisoxonol) sund 6.melhoxy.N-(3-sulphOprOpil)-
quinolinium (SPQ) vera purchased from Molecular Frúbes.
Dulbeccos Modilied Basle’s medium (flMEM) and fetal
calf serum ware from CISCO. Collagenase (EC 3.4.4.19)
vas obíained (rooi Soabringar. Muscimol, bicuculline,
picrotoxin, nifedipitia, 4,4.duisoIhLocyaTiatOStilbCfl.2.2-di5Ul
pitonie acid (DIDS) sund furosemide vera from Sigma
Chamicais; [U.’4C]Sucrosesuad “Cl— ware purchased from
Amershani InI.; ~FI,Owaa from Packard. .411 olber citen5-
cais vare reagent grade producta from Merck.
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l3tmer apecírofluoromeíer. t3flecíors “‘ere acided al indicatad
conccnírations. Conírois í”ere perfornued using Locke
mediurn o spite of cifector. Fiuoresceoce iníensiíy 15
reponed lo arbiírary unlís.
6.Afelhoxy.N.(3.sulphapropí¡)q¡cñ,¿,¡t,,¡,,,,
•,,cíLlure,,¡en 1
fluarescence
Celis o suapension were vasited tvitiv nonnal Locke sund
Ilion loaded wiIh LO oíM SN dissoivcd in Locke for 45 mm
al 37C. Celis vero vasited laico allí, Locke aoci suspended
un luis. ouedíuni. Tite fluorescence teas n,ouiuhored tasio» a
Perkiíi ‘C~Iíncr LS 50 fluorescence spcctropltoíoníecer
1356 oía exc., 445 001 cm.) aher acidilion of IO¡¡M DIOS
sund 1 ni?.! furosemide dissolved o diníethylsulphoxide.
Titase í~ore cuidad o arder lo prevení CV fluxes through tite
Nv¡R¡CI’ colíansporler sund tite lICO,/CI— exeitange
tuccitauuisros. respocíively.
1 TOe cEf o of muscimol on tit
citiorído fluxes acre recordad under he conditiotís indicated
un cadi oxperimení. A magnclic atirrin» ‘vas usad lo ascer-
14W lite rapid aoci even disíribulion of lite acided conv
ponenís. Undor litese conditions sun mercase in fluorescenva
síu~cals a dacruvisa o iníracellular Ch due ca a Ch effiux
(roce lIte celis.’
(iurchcu/ín,ncur secre¿w,,
TIte release of caíacltolnnuincs cvoked by musciniol,
nicolíría oc bigh 1<’ soiutioui “‘fis decermined on•Iine, esseo.
batí> sus described by Casíro ci al.’ Abetat lO. colís itere
placed ¡o su Mitkx filía sund perfiused couiíiouousiy viti,
Locke ¡nediuce nt 2 níl(min. Tite efiluení (roni tite celis vos
clurecícd te a Melrol,nu VA 641 ctacírochcndcai deleclor lor
rite conlimuovus ínoniíoring ofCA relcased. Secralagogues
itere delwcrad in 5O’pl pulses Iitrougit o ttheodyoe 7010
¡cap itljCClOr,
e. ht,.’enk eqnai¡ikoía» po¡eíu¡wI and fi,¡xes
tiqíuítíbríí¡ní polenuíal br Cl” teas esliníared from tite
Nerrisí aqunu¡out. nueasurina díscribuíiouí of C1 ‘ across lite
rijaceticane.. IO~ «lis acre neubaleel un 250 ¡cl of Locke witlí
‘(‘1 ¡2.$p CI/mu) aoci ‘11,0 <0.2 pCi/mt) for 2 it to ailow
eqo¡líbríítun dusíribtuíioui. CeUtí vere pellaíed. lIte super•
ltatcOI% cellecled tuid poticís diasolved it O.SVo Triton
N <XI. ilotí, paulan acre conoced sund tite rallo “CI/’ll
cak.ulaíed fur cadí tubo. lo putraliel experirnenís celís
acre dauble mark’ed wiíit (‘H]
20 sund [U.’Cjsucrose
tOs ííCu¿mI) ca eslimale lOe exíracclluiar ítíeduuní crapped u
Ilte poiloIs Tite ¡T—couníer vas calibrated with quenclued
suanílartis (ram Ilcckmon oslo» lite mellíad of tite displace
niení of Conípíen apecíruní inflexion painí’
“(‘1 efllux tvas determinad from plaled «lIs (5 x
cctis4welII preloaded for 2 it lo Locke mediuua coolsuiniuig
2 pCu~mi ‘~Cl fluí, veil vas vasíted nvica for lOs, liten
250 pl offrcsit Locke vas added sud juicubaled for 15 s. flUí
mod,um vas colkcíad sund lije «lis lysed oía 250 pl of
ti 1 NI litiO,. Rndioaclivily of boíl, portianí vos counted
sund “Cl • diluí expressad fi percollase io tite mediurn Witlt
raipad oi ccii conícítí.
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A;qrc¡s «1’ »sí¡xcbnal oh bu iracelhdar cakiu’n con—
latí Ud Iirflu
Whcn clirornnffin cclii vera citíillengcd witlu
muscimol, a seieeíive CABA,, receptor agonistí Wc
ecuid observe su (así riso ¡o free (Ca’’ jas rcvcaled by
VUELA 2 dluoresconce, presented ¡u Fis. 1. Tite mean
peak increase evoked by SOpM ojusciniol vas
290 ±30nM. Muscimol eficcí vas cui¡oinatad by íiíe
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001 4301 Ca” aiicil by ~ ~ Co”
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Fig 1. Cy¡osolic era osienís st¡mulation of
chromaflin ceila with muscimal. Superitoposed recorcis from
dulTerent calI samples are iraced. Musc(mal (Mus), SO/SM.
vas added al (he arrov. Drugs were acided 1 mio balare.
Wc, bicucuLtine 25 pM~ NiI, nifedipine 9pM. External
¡Ca”) was 2.5 mM excepo jo tite trace labaled without Ca”.
Similar racorcis were obtained Iran cijiferení samples jo
three ccli baiches.
GABAA antagonis bicucuiline. Timis risc in joternal
(Ca?4 1 was dependent 00 extraceilular calcium, aoci
was blockad by Iba L-íype calciun citanoal blockar
niladipine.
Musciniol alane inducad a signiflcant CA release
Cren cliromaifin celis, sitowing a good correlation
betwaan time extent of time [Ca”) increase and (he
amouot of secretian (Tabla 1),
Effecrs of n;usclmo/ o» evoked ca¡eclsolandne release
Chaltenging citromaifin celís witli sItan pulses of’
nicotina rasuRad in peaks al elavatad CA secretion,
antounting ta about 1.97±0270/o of total celÉ CA
contant lar a maxinial 2OMM coneentratian of
nicoline. Muscjmal affected time release of CAs
evohad by nicotine ¡o diflerent ways dapending 00 time
dose ol’ nicotina used, as can be sean itt Fig. 2. When
otuscimol was delivered ta time calís togetimer with a
relativaiy lay dose al nicouine va observad no aimast
aciditiva eohaocemaot al secratian. Howaver. aL
high concen¡raíions of nicotina, muscirnol was not
enitancing. but actually decreasad time CA release.
This dual acílon was better observad whanhigh K~
solutioos vera usad ¿o evaka secretion, as la mg. 3.
Muscimol again shawed att oppositaeffact, it induced
an erahat,camaot al CA release al iow K~ con-
cenírations aod clearly inhibited tite K~-evokad
sacration al higimer K’ concantralions.
Tabla 1. Eflact al dulterant niuscimol concetatraliono on
cataehoianiine secretian and Ca” entry iii adrenal cimro-
maifin calía
Canditions
CA secrelion
(pmol/l0’ celEs) Ca’ (nPA)
Muscimal <yMJ
O
lO
50
7
7.5+3.5
151±2.5
35.2±6.1
196±31
143±0
227±26
283±30
CaZ values bar I—5OpM muscimol are relerred as
oncremení o respect to basal Ca”
u,4,Coo
4,
o43
‘3
o
200 —
Lea -
‘ca.
50-
o’
ENIcotinei (pM)
Fia. 2, Muscin,ol e/Yací os, he nicotine-evoked CA
secretion. Celís vera challeoged with pulses ob mercas-
¡ng concentralions of nicotina atona (•—•) or logetimar
yvitt, 21 ¡cM museimal CM—U). Avecaged peak
he¡ght ±SRM, of lhree inctepeodent delerniination, are
shawn. ~‘P <0.001.
Rifad of ,nuschnol oit bisoxono(fluorescetíca
Muscimol added to a ccli suspeosion at canean-
tralians heuvean 1 and 3aM increased bisoxanol
fluorescence irl a dose-dapandent vay (Fig. 4a). Whan
K cancetitration was 15.4 mM rnuscimol cid 001
produce any effcct on bisaxorsol fluorescance (Fig.
41,) sund at a K’ concanlratioo of SSmM, muscimol
decreased timis fluaresceoca (Fig. 4c>. Nicotina
(10 ¡cM) increasad bisaxonol fluaresceoca and mus-
dmol decreased nicaíine-evoked bisoxonol finar-
escence (Fig. ‘Id). Timis rauscimol eltect vas abolished
jo time presence of t pM picrotoxio (Fig. 4b).
Cl equtlibrtunr ,oo¡en Uní and ‘6CL fiuxes
Collected averages lcr ~‘C1, i’Hl~O and
(‘4Cjsucrosc disíribuíion insida and outsida
360
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Fig. 3. Muscimol e/Yací an lime high K~•cvo1ced CA se.
cration. Experlmenes were perlormed. al least, lo triplicale.
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Muscimol aoci p~crotox¡n yare added at Che lime lodicated by tIte arrow. Figure daLa corresponded to a
representativeexparirtieuit Iran Limoso perfonned, vich al leasí lhree seis of celOs. Thescale ¡a Siten sus arbitrary
iníensity fluorescance lo bisoxastol fluorescence from time basal ¡etola, 1.— Locke; M = muSCitnol, 1 gM.
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Tabla 2. Equilibriun distributotí ol”CI’
cal) membrana
Supernataní
~‘CJJ5Htabeld.p.m. “Cl
d.pni. ‘U
d.p.m, “C
d.p.m, ~H
Rallo W/’H
671,812 ±3638
49,827±¡026
J348 ±0.2
252,879±980
66,828 ±1070
3.78±0.04
across chrornaifin
Pellet
6781 ±202
845±38
8.03±0.3>
1664 ±45
842±24
1.97±0.05
~Sls vera iocubaiac¡ for 21 h víth Locke contaioing ‘H
20
ami ahitar “Cl~ or L’
4CJsucrosa. CalEs ware centrifugad
arad time radioacíivhy of aach isotope la pelleís asid
supannatanís determinad. Sea Experimental Pracedures
for cietalis. Tite values represent means ±S.E.M.of twa
experimanís cadi performed lo quiniuplicate.
chromaffln celIa altar a long equilibraíing period are
shown in Tabla 2. Time equilibrium potantial lot Cl
was estimated, from individual ratios “CI/’H lcr
cach tobe, as —51.4±2.1mv,
“CI’ efllux lroni cbromaifin calís yas sigoiflcantly
siimutaled by treatment wiíim muscimol as shown lo
Table 3. This efflux was reduced by picrotoxin, a
selectiva blocker of time CABA receptor~associatad
Ch channel, Furtimermore, picrotoxin prevantad time
stimuIatory effect of muscimol.
&-Ade¡/soxy-N-(3.sulp/¡opropu)quínounñ;o¡fiuorescence
Muscimol, al a concen¡ration 10pM, mercases ¡lic
fls~orescerace of SPQ when tija K concaniration in
iba externa> sncdium was 5.4 mM <Fig Sa) Ata K~
coocentration of25.4 mM, muscimol liad no alad os,
SPQ fluorescence (Fi
8. SI~) and al ]OSmM K
t,
muscimol decreased fluorescence (Fis. Sc). Musciniol
(10pM) decreasad SPQ fluorescence yheo nicotina
was present at 2OpM concentration (Fig. Sd).
DISCUSSION
Timo ralease of CAs Vram bovina chrooiaffio celEs la
triggerad by (Ca”j entry through vol(age-depaodent
caldium chanctelst”” Timase channeis are opened by
depclarizirag ¿he calla aboye ~ Our
resulta 51mw ¿bat muscimol-avokad CA release is
driven by (Ca”’J~ mercase dtia ce calcium entry tren
extracdlular rnedjum. Ibis (Ca’~) entry La atíributed
tc, adlivation of [Ca”’] chan nola by GABA,,-avokod
depolarizaíion of’ calla, Ibis sugges¿ian La basad un
Iba blocking action of time dihydropiridina nif’edipina,
wbich ja known ¿o liicok [Ca”’] cimanneis iii obre-
labia 3. ‘‘CI a/flux unducad by 10PM messcirnd, in
time absance or presence of 10pM picrotoxin
Condition, Perceniage effiu~
Basal ¡00
Muacimol 128±4
Museitnol + picrotoxin 78±6
¡0>.M MUS
Cd> 20>tMNOC
005 rnMK
¡21
e
C 071-u,
.4.
c f
c
• 95r (bí 3pM MIJSotiu,
. 90o —y- 25.4raM 1401ti
Co> u0~M MUS
S4ntMMGL
¡3pM MUS
3. -I~ .A.
0 20 40 60 80 ¡00
rime (e)
Fig. 5. Muscin,ol’induced changes ¡r¡ lime irttracellular finar-
escenca of cliromaifin calla in dic presance of ¡6pM mus-
alud (MUS) al (a) 5.4 mM exlracelhflar le.”; (S) 25.4 mM
K”; (e) lOS mM K” aoci (ci) 2OpM nicotine (NiC), Mus-
cimol vas acided as indicated by time arraw, ‘Time seale la
given sus arbjtrary intensity fluorescettce it, SPQ flísuaresceoce
<ram (lic basal letal. Original recerdings vare (rayad from
a raprasen¡alive experimaul whicb vas c>tQstn bou lliose
perforad, wiih al least lliree seis al’ celís asid ‘w¡lIt similar
resitila.
maflin calla,3t and on time proportionality between
ICa’”] risas aoci muscimol-evoked release. Ibis pro-
pertionality has beco simewo te be majotained ooly
Wlten Lima [Ca”’] rIsa is iriggered by depotarization of
time calla atid not viman [Ca”’] comes <ron internal
steres2”~ Time depolarizing effect preduced by mus-
cimol is also correlated witim tite muscimol cffact en
bisoxoool fluorascence since ao mercase ja correlatad
witim a depotarization,’
Altimough CABA la mainly an inhihitory traras-.
mutar, depelarized responsas to GAnA are aol
unknown. GABA-loduced depolarizations have beco
recordad al senaer>’ gaoglion neurona and, intereat-
ingly, at aympathetic neurons/ wimich are cloaely
relatad to abremaflin celia aud ¡oto which they cari be
traosformed.5 Ibis dual CABA acolen has been
damonstrated lo cheomaflin celís with our bisoxonol
experimants whícim indícata that membrana potential
plays an ímportant rote in GASA action timrough lis
GASA, receptor, since, time bísaxenel fluorascance
increase (depolarization) or decrease (byperpolariz-
alíen) ¡o time prasence of muscmmel according <o time
oxcernal K” cencentradon, Timase resulta are ira
accordance vich aur flndíng ChaL muacimol can ira-
croase or decrease (he CA secretion at difl’aran( K
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concentrationa. Similar resulta yare obtaioad with
nicotjna.
GABA,, receptor a a cimloride cimannal yimjch opena
upan binding ol GASA)”’0 Timerefore, time direction
al time potential cimange induced by GASA deponda
on time relativa pasitiona of tite actual membrana
potential and time ~c,,a,,. whjch is, under pimyaio-
logical conditiona, Lime equilibriun potenCial Var Cl
(E
0). Our resulta on ~‘Cl-’ Iluxes do not allaw us Lo
determine tha direction of Lime net flux of CI; but
claarly simow Limal an early increase in time membrana
permaabitity to C1 ja iovotved jn iba mechanisrn of
action ofmuscimol. Titis imypotheais ¡a confirmad witl’s
aur SPQ resulta o wimich ana can observa an mere-
nent in SPQ fluorascence (wimich ¡sicana a Cl effiux>
by muscimolal K~ concantrationa lower timan 25 mM
and a decrease jo SPQ fluorescence al tOS mM K~ in
time external madiun, whicim indicates a imigimer otra-
cellular Cl. Time estimation of (ha Ec¡ jn ebromaflin
calla, approx. —SO mV, is sorne millivalta abate time
reportad rasting poteotial lar titase celís, ranging
fron —80 mV to —55 mV.”””’ Timis finding strongly
aupports a depolariziog afl’ect Var GASA,, activalian
by muscimol io citromaflin calla.
It cocíd be argued timat E, is still below time
timrasimald lar [Ca”’] cimannela activatian. Hoyaver,
~ ja certajnly oot under the timresimald lar Na
cimanoela, aod GASA Lreatment of chromafflo celís
induces rapetitiva firing of actjon poteotiala ho lijase
calla.” ¡o timis way a ahort-aized OABA,,-induced
depolarization can be ampliflad aod aveniually datar-
niination al [Ca”’] entry timraugh voltage-activaCed
cimanoala. On time otitar imancí, our estiniation of E~¡
could be quita conservativa. lodirect data of otra-
cellular [CL] jo cimramaffio calla, approx. 34 mM,”
would place Ec¡ aboye —40 mV, atid so in time range
al a direct action al [Ca”’] cimanneis.
Time intermediate position of Ec¡ playa a crucial role
o aur axplanation al time dual efl’ect of GASA,,
receptora on time caotrol of CA ralease Qn basal
canditians, time opaniog of Ch channela simauld
depolariza time calla towarda Ec¡. , il time opeoing
coincides witim a atimulus dapalarizing 11w membrana
aboye time ~ timis action viII be dampenad 1,>’ the
increasad parmeabilityto C1, aod a ralatjve ¡objbi-
tion will be obíainad. fis ja exactí>’ time beimavior
observad in time jnteractjoo batween muacimal aoci
nicotina or KCI jo evoking CA release and on
bisoxonol and SPQ probas. Muscimol enimances time
secratian evakad by a lay alimoNas, and then also
enhances time bisoxanol and SPQ fluaresceoce, buí
inimibita Lime sacretioo aod time bisoxonal fluorascance
induced by imigimer anas. Timase resulta clearly ciernan-
stratad timat GASA, timrough ita GASA, receptar
dapolarizas ar imyparpolarizes Cha chromaffln calla,
aod, as a consequenca, GASA has an actjvatjog or
inhibiling efl’ect on CA sacretioo.
Time point at wimicim time muscimol arid ¡<Cl curves
croas gives time appraximate membrana potential al
wimicim timare ¡a no driviog force for CL’ ions’ Figura 3
randera a croas paint al abaut l2mM KO, wimich
corresponda ta abaul —so mV using time Galdman
aquation ancí lotracellular dala lar [Na~]~,[Kj nod
ratio ~K/~Na lram Friadman e: O/~’ This findiog
togetimar witim ChaL obíained witim bisaxonal and SPQ
strongly supports ocr proposal of the inversion of time
Ch driving lorca as Cha basia br time inversian of
GASA,, action on evokad CA release from abro-
¡naifin calla.
Qur findinga extend time resulta of a racaní york
fron K¡tayama es oP
7 Time>’ observad a more timan
additive oni aocerrent by GASA of acetylcholina-
inducad release. Howaver, Cimey usad a 3pM corscen-
tration of acatylcholine lo alicil secration. As sc~ lar
acetylcimalina in chromaflin calla is bigimer timan
50 ¡a M, tite>’ were working in time lay atimulus rartga
wimare we alsa sea a poteotiation batweeo chalinergie
aod GASAergie atimulation. lo contraat time>’ foisod
thaI GASA joimibited tite release iroduced by 25 pM
veratridina, wimicim is a quite big challange according
to aur resulta. Qur proposal of GASA, aSceta
beiog dependeot on E<, sund permeabillí>’ Lo C1 is
supported by time flnding Chat Ch replacameot ti
tite extracellular medium enimances GABA-induced
release, wimile depletion of CL’ selactivel>’ abolisimea
GASA. actjon.2’
In view of time dual cifeet of GASA, receptor
activation on evaked CA ralease, time contradictor>’
actiana al GASA in tIte adrenal glands08’4 cao be
recanciled with a single mecbanism of action. So,
CIABA enimancas time basal CA ralease at time normal
membrana potentials ol cimromaffií¡ calla because
when CABA a bauod Co ita CABA,, receptor it
produces a calI depalarization by a CL elilux. Thia
depolarization induces an elevation of [Ca”’] and, as
a cooscquenca, a CA release.
GASA, 00 nicotine-avoked CA release, could
produce ¡¡o activalor>’ affact on timis CA socretion IV
lime membrana potantial, in time prasanca al nicotina.
la Iower ihan lime Ecí (low nicotina concentratians),
buí GASA decreases CA release induced by high
nicotina cooceotrat¡ans because, jo timase condutiana.
time membrana potenCial producad by timase nicotina
dosea is probabí>’ higher Chan Iba Ec¡ aoci than GASA
induces a imyperpolarizing e/TaeL oro chromaffin calla.
Corisíslepí witim a pimyaiological roía for GASA in iba
adrenal metalla, bicuculline, a GASA,, aotagoOist,
imas beco found ta anhance secretor>’ reaponsa to
olectrical atjmulation’1 while inhibiting time apon-
tancaus release al CAs,” probabí>’ by raducirg time
action of endogenaus GASA w¡thin timo glanda.
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GA 13/k¡~ r’cccpt o¡’s moci ulate catecholamine secretion in
chr’onia¡hfl celis by a nwchanisi~ involving cyclic A.N4P
t~.jj Osd-C.k$qtIc, Nl’ iktrrarnñíi & MP. C3onzñlez
Instituto ok lit~Nussíot ‘a. I”actíttad de Uas’íoíscisu, Universidad Corwpluiense. 18040 Madrid, Spain
1 thr fuíí.t:tícío oit’ T’AtiiuoRolitítyflc atod, (CABA,) receptora in modulation of’ catecholamine sacretion
ha díroocíyafloíí celIa sund tite 1~í~ohte mecimanisen insolved ¡o hlí’~ acolan bate beco examinad.
2 1 he UAI%-\, qcuoosos (“>~hntet’cn asad 3-aminopropylphosphinic ¡¡oid (3-APPA) ‘vera found to
A dooae’atq”endataí áncre.suae of basal catacholsumine secretion. Time EC34s were 151±351AM and
~ S$ ~o.tí(oc Nclefeso sund 3-AI’l’A. res¡>ectively. Tlíis sdmulsutoty effect was supecifio sioce it coutd be
b~ O. S unto of lite specaúc GAlIA, antagonisí CGP-35348.
ji In ci’nt<ati. peeoncsohaíooío of c-hróunaflin calla with tite CABA, ¡¡genista was lound te inhibit, in a
46u,.a.dqoen keíí otisusitnr. iba catadoelsunione secretiaít evok’ed by 10 ¡ni roicotine sund 200 ;tM muacimol.
‘4 Iba etTrcn tít UAI1A~ agecítala un both basal sund avoked catecholarnine secretion were faucod to be
a ‘~cstt$’4hrCJ by ~‘oaraltclcimariges ín ontracaltular catcíum couícentration ([Ca”)1). CABA, ¡¡genista
su dcse.dcjiccodcnt oíwraaac o [Ca”),~.tíicimatas paríialty blocked by CCI> 35348, bLoC thcy
p •“dow<~i ~ sír~’n~ tohíhíloan ol’ time IC&’L ¡ocra~se induced by nicol inc sund muscirnol.
5 lime l±\IIA,AtWIltSI% sulaó prosiuced a dosedapandcnt marease ¡o iníraceltular cyclic AME’ levels,
turca l”¡’í ty~ su dii Cd c~’rretsulowí bcíweeíí bollo increase tu catecliolarnine secretion and jo jotracellutar
<‘a’clw AMI’ k.’Ia
6 time’ yorrhcátcíaent of chroníaffiít «lIs so.iíh partuasis loxin deubled time catecimolamine secretion arod
ucy,=enírdti> Iritis lunes time unírsuceltulsur asalte AMP tesela evolced by CABA, agon’ísts.
? ‘lite’ ;‘v~í.aít’1c ííoveois’etoacíío el’ oídaroylate cyclase on time nícclíanism al’ CABA, receptor modulatian of’
tale ‘ti olaitoete %‘acltíiNt OC díy,custd
>~cntorti. <~A.lIh,, c’xertera. t’aíedí alsumíne se«elíúarí, cloronísuflin cel0s~ cyclic AMl’~ adrenal medulítí
bit red tic rl toco
fluflaeroíí 1’ +cti rcíoí<aI atad ¡‘loas sc’h’$ieoii cvodeswt cííncerninI~
lime sqtiísutson el csuíacimcolaníooia saralotilt ta~ cimeomaltin calta
1?oooyt t lo ¡ot un sudotílicot Co íoi~atíní0. oimtotouie«pUl5$ (nACim EL>
whcw se3’r Ita aí.lcCIliiI niedtitia fsortt boato ~a ‘vetO eso abloaloed.
llover ¡ose ,‘tber rt*tr;’t*ots osío~íIo, suocíl tío time nsowlíoíaiuon ‘f limos
sc i~t’¡i *< 1 )i~e 011< lude’ nonatas ooit~ o loclin cs:cptitl a (Citcek &
ber ~easíe 145 ‘a, eo¡~,osd ~ pi sote 1 cnísuíct’ re al, 0980), wola’
ValUe 1’ a t ,y’el 1 o’! 4 - 19 O>i bcsuat> koníco (Owtíi a cci.. ¡989).
IlístsucíooeU It itítalois. ti al 14*1> drap¡ooaooíoe it md ~:
tSlsuss iv ctt;*ti A Isssía, 1 ‘~!i). II tocí tI re tíl . 1990). tareslagía co’
alosa l’ Nrg.’itt, o’: 4 , O ‘t44. Itt’ rí tít, 14*1). adeetctlottd
Itimee so <6 4 1 oJ$$%~ su ngooleoísiío It M aclea’ rs t,i . 1989,
USyuIioy’ ¡oti o~ l*at<stwtit. 3 98~>) sund U A [lA rateptOcí <Casi<o
e> ,aI .
Ití ri,i,1i10r1 .‘ ,.aL’iíoOi441Oltt~tto; itiol itiAB’~) ce~ysI¡oIso)5l nl’
citrií¡n¡o ~ ‘e Mtil<C (500%. jueV o6’ioi tott<k 1O~ 0405 ~rooui’ Itas
denaitíítr4ted Olor jiítieo’ie o’t ¡oíl Olor esuytilCa usriplutíile<O lío
<14kItA OViCti 1>’ liinl usa í he ley una adceoa O mrdoolla (Fasnásí-
tic: ‘Rae~osl r . l’4S 19$ 1) suS wdli sus time ~~íiítíice (4 2000
4~Ott’C tuptíle o t hes t tupir & Atonía, 1989). aoci sun c~ecy-
Idi 5e’tC’A+t o 1 llosa flf utrel u susaitiosí tec (Carl .<a.OSqtuC es al
l 9%> Mev e’ e; í loe prr.íe¿a’t’e tít úae two ~ílooyínaí4 C~A ~A
o tu. .cís seeííotía 00 naoss4jiOocll <(lA [lA 4 sund lIsa otlter
orlnrvírvl ~ e ¡ (su í~ oerari bose wtViíl tse ni bííe Iooksi (U A UA a)
it¡oi sul,.i t,06Cso olC*ut0Wot (<asís!’ rl si
1 -
1’ lVt Iyoct< tíl ¼¡o s l ttwíkt:oul¡or ¡nvclaaíníaiii o( CIA LíA, rece p-
tora uro lite aderetíl tedtoll¡o si oatow ‘velO astablosimetl Cus
receto itaijití clruoa¶natssuOCd simal ‘vilen <lA OlA bosida te
CoAII’V, re e~t,oe oto ib suticensul coedulla it ttiotliltsulCS
tatactí4*lAsflscxt ev celoCta lí’~ su naechatioiltt deperidelil ~n time
mttrit’rsurae iy.iteflti¡oi (tiósatátei re col, ¡992>. NenrtimClCSS time
(sococtlosí aoci niecimaíúsm of action of CIABA, receptora ¡si
adrenal ¡nedulla luuíctiorí has oot yet beco investigated.
ctAllA, receptora hayo secentí>’ asaumed aciditional impar-
itance bacause of evidence timar tlíey cotold mediate baCh pre-
aood pcostsynaphic acíioos in rlíe brain (sae Bowery, ¡989 lar a
revoew’), 1’imcir presence lías ~ílso beco demenstrated lo
peroploeral tistues aod enterie oeste terminala, where timey
appen to bayo a fsínctiooi lo time regutation al time cvoked
release of excilahory uíeurotrarísmilLers ¡¡od hormones
(Iiowery cual., 1980; lIuston eral., 0990>, ¡o time regsílation al
sítuscular conLrIICtiOfl aoci tone (sae Eow’ery. 1989, br a
revsew> asad iii time fíacilitation al time induction of long-tcrm
potenlisutiotl (Metí & Lewis, 1991).
lItase actiona aecm to be medíated by molecular
mechaííianís involvina tíje parricipation of second niesaenger
aysíasíís sucio sus adenytatc cyclase, mnasitolpimotpim¡¡te turnovar
or regulation of Ca’’ or K’ conductartce. However it ja nol
cOcar ‘vimellíer os not tloese reactiocos occur sequentialí>’ os
íodeperídeníly asid wimicim componecor la directO>’ caupled aviuía
CABA
1 receptora.
1ro Ibis papar we exanline (1) lime roía of GABA, rccaptors
in olía regulalion of cimromarnií catecimolilol¡0C secratian, (2>
time pasaible inocraclioos betweeíí Ibis CADA, and otimer
recepíar systems koowo w ragulala nimia proceas ¡¡od (3> lime
posauNe molecular meclianiso) tinked Co suase actioos.
Metloads
Cali s’sOla(iOií aud cuhure
Bovina abromaflio celIa wcre isolaíe<J Vram adrenal glanda
asad anílínred tía dascribed by Badar a cl. (1981) ‘villa uninor
AulItee 1’ ‘
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moditicatiaos. CelO viability was cimecked witim trypao blue
asid cimraoiaffin cali purity was assasaad by time specific incor-
poration oV 3 mg nl”’ neutral red, whicim dyes red specif¡cally
only Che calla wimicim contain catecimolaminas, ta timase celia.
Viability aoci purity yare atways imigimer timan 90%. Calla yare
suspended in DMEM containiog 10% FCS, antibiotica
(lOO u mL’~ peniciltin, lOO pg nL” atraptomycisi arod 40 gg
ml<’gentamicin), aoci cytostatics (lO»M fluoro-deoxyuridioe
aod OMM cytosina arabinaside), platad in 24 wall Costar
clusíer dishes, at a deosity of 0.5 Y 106 ceOta per well, aoci
usad 3—7 daya altar plating.
Measureuneizí of calecholainine secrerion
Cimromafllo calla yare washad ¡wice, at 10 mm intervala witim
1 ml of a Krebs HEPES sotutian (Locke medium) containing
(mM) NaCO 040, KCO 4.7, KH,P04 1.2. CaCO, 2.5, MgSO4
0.2, glucosa II, ascorbie acid 0.5 aod HEPES 05, pH 7.5.
al 3YC. Timis medium was removed aoci celOs yare
atimulated, during lO mm panada at J7C, witim 0.5 ml al a
lresim Locke madiun corítainiog the diifarent secratagaguas
usad as indicated o eacim type of axparimeot. AL time and of
incubation time madiun waa removed aoci celIa Iysed with
0.4 M percimOonic acid, aoci timen acraped aif time platas.
Incubatian mediusii aoci calI lyaatas wera botim usad lar time
determination al catecimotamioe sacratiao asid tolal
calacholamina cantaot, respectively. Tite catecimalamina datar-
miroahion, io baCh sampOe types, adequatel>’ dituted asid naul-
ralizad (sea below), yas performed witim an electrochamical
detector (Metraimm 641 VA-detectar) acijustad to + 580 mV
aoci registarad lo an LKB recordar madel 2210, Using lar Chis
cal ibration a standard curve yitim naradrenaline. Resulta are
presentad as a perceotage of’ catecimolamina raleataed u tha
locubation mediun in reapact of’ time total catecholamine
content (incubation madium + pellet).
Measuremein of línracellular le veis of cyclic AMP
Cimromaflin calla, preparad ¡¡a iodicated aboye, ‘vare
síimuiated lar lO mio wiíh appropriaía secratagogues as
¡odicated. Calla yare incubated lo time praseoce of 0.5 mM
isabu¡yl metimyl xaotimina (IBMX) in arder la pravant
adenasine 3’: S’-cyclic masiopimoapimate <eyclic AME’> degrada-
tion. Time madiun was removed, calla lysed witim 200 ¡tI al
0.4 M HCIO,, aoci acraped aif time platas. Timase cali lysates
ware neutralizad witim O M KOH, ceotrifuged o an Eppeodarf’
centrifuge aod auparnatanta yare usad lar aasay of’ cyclic
AME’. lotracellular cyclic AME’ measuremanta were per-
lorrued by usiog Lima cyclic AM? Radioimmunoaaaay Kit of’
Amerahan lot., as dascribed in time manufacturar’s instruc-
ticos.
Measurenten: of cyíosolic ¡Ca>t]
Changas in intracellular calciun cancero tration (ICa’fl~) yare
monílored by measuriog Fura 2AM fluorescence. Calla were
‘vashed íwice ‘viCh Locke medium aoci incubated ‘vitli 5 ¡CM
Fotra 2AM lar 45 mio al 37’C. Exceas dye waa removed by
wasimiog time calla twice ‘viCh fresim Locke medium and
suspended jo timis mediun aL 106 celIa mV
1. Fluorasceoce
(axcisarian wavataogtim = 380 sim, amiasion = 510 orn, síus,
5 orn exc. ID on cm.) ‘vas manitared at 37’C in a well stirred
cuvetre cootaining 1 ml of timis suspension yitim a Parido-
Elmar LS-SO apactrofluorimeier. At time arod al cadi experi-
meol 0.5% triton X-lO0 ‘vas acided Co permeabilize time calla.
aLtawing Che dye lo gain acceas Lo time extracellular [Ca”)
((Ca’’]
0). TWa [Ca’J saturatad time dya and provided a
measure of time inaximun fluorascence signal (E,,.~). Ta deter-
mine time iotensity of’ time minimum fluarescanca signais (E,.>,),
20 mi~ Tris base waa acided ta raise time pH aboye 8.2
lalloyad by OmM EGTA wimicim redorad time (Ca”’> to lasa
Chaco O nr,i. Tha [Ca”’)~was ceOculated witim time equation:
[Ca”]~ = A’0 (E — Fmin)/<F~ — E)
time aquilibriun diasociation consianí (K0) lar [Ca’i-Fura
baiog 224 flM.
Matar/ah
Dulbeccos Madifled Eagte’s Mediuni (DMEM) arod facial
calI serum (FCS) wera Iran GIBCO. Collaganasa
<E.C.3.4.4. 19) aoci 8-(4-chlarpheoylthio)-adenosine 3’:S’ cyc-
lic mooopimospbate (pCOp cyclic AME’). were obtairted (ram
Baeimrioger Masinima[m SA. <Barcelona, Spain). Muscmmal,
nicotina, ¿‘oratolin, and 3-isabutyl-l-metimyl xaríthioe (IDMX)
ware from Sigma Chamicat Co (St. Louis, MO, U.S.A.).
— )-Baclofeo, CGE’ 35348 <3-amirxopropyl-diathaxymeflíyt-
phospimisíic acid) arod 3-amlroopropylpimasphiroic acid <3-
APPA) ware a gift (ron Ciba-Geigy (Basal, Switzerland).
Faclafen was purcimased lrom Tacris Neuramin (Esscx,
U.K4. Time kJt br cyclic AMP aasay was froto Arnersimasn
lot. (Eucka.0 UR.) asid Fura-2 AM was ablained lram
Molecular Prabea (Cambridga, ¡1K.). Ala otimer cimemicala
yare reactive grade producta Vram Merck (Darnstadt, Ocr-
man>’).
Sta listies
Time data shown are measia 1 sanean of’ al leasí timrae
experimanta each ana performed isi duplicate. Statistical
sigsi¡ftcaoca yas estimated ‘viCh Slo¡deot’s ¡ test lar uopaired
observationa. A E value of leas timan 0.05 was considerad
significaní. Linear regresaians were made by time mediad of’
mhnirnusn aquares aoci ftítings al’ coocaotration-response
curves lar astimation of’ EC» or lC~ values by a weigimed
non linear regreasion of minimuní aquares, using logistic
curves.
Resulta
Fifecí of CABA, agonisís aus basal úawecholan¡ine
secretuon
Síjmulation of’ CABA8 receptora ‘vich timair specifoc agooists
baclalan aoci 3~APPA increasa basal catacimalamina secratian
Tren chromalfin calía o culture. Timis aifect ‘vas dosa-
dapeodent in botim cases ‘vhim EC~s of St 1 35 ¡tM and
225±55 gM lar bacloleo asid 3-AE’PA. respéctivaly <Figure
O>. Maximal responses ‘vera acítiaved al cancentra¡ions
beiweerí 0.5 aoci 1 mM of agoniats aoci wera 2.73 ±0.52and
cl 2.32 1 0.4.4 times time basal calacimolamine secretion lar
shjenulation wiíim 3-APPA asid baclofan, raspectively.
Time alimulator>’ eifect of CABA8 agonisca on basal
catacl’tolamioe secralion ‘vas Ca’~-depandesit and speciflc
sioce it ‘vas inhibited be¡yean 75 asid 95% jo en axtracallular
mediun cootaining 200 siM CaCO> asid it eould be blocked by
time speciñc CABA, ancaganist CC? 35348. At a dosa of
0.5 mM Ihis compausid ‘vas abla so inhibií Cha agonisí res-
ponsa betwaeo 67 asid 000%. In cantrast, Lime antagaroiat
faclolen ‘vas inaifactive at dic sama dose (Figure 2). Nona of’
lime antagonista liad asiy signif’tcant eifect att basaL
cawcholamine secretion al doses beíween lO ¡CM asid 1 mM
<Figure 2).
To leal time poasibla calI darnaga produced by CIABA8
agonisís on ohromaflin calla, exparimenta of trypati blue
permeation asid LDH release yare carnied cta. Timase
axperimenta simawed oc aigoiflcant diifarences Vram contraía
(callular viability batween 90—95%, aoci LDH release of’
3.98±1.08% ovar total cellular contant).
CIABA, ¡¡gasista ‘vare also able lo evoke secretion of’ time
intravesicular companecot dopamine-fi-hydraxylaae (DBH) ¡o
a similar percantage te timat lar catecholamjsiaa (0.5 mM 3-
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13-APPA ar Baclofeol me
F’Igoorc 3 Coocentraeion-ctependesís isítoibition al (al nicotiute ¡¡oíd 4to)
rnuaciowut.evok’cd catecloalamine (CA> ralease by GAOA
5 agautísís.
C>írosnsuili» celia nace is,cubated oi’hsb lite ¿sidicated corucencraesons of
doc OABAa a~onisís ~O,baclofeo: •, 3-autíinopropylplíoapl¡isiic
acodo it 32’C lar ID mio before atimt,lattoo witim (a) lO ¡¡e nicotine
or (Lo) 200 pat moiscmmol. Resulta are expresaed as perceníages of
c¡Secttolsuríiaoe release ovar latal cellular cotitesil (c.c.). Values sepu-
rení nana taconean of íbice experimao¿s aacim cae parfomíed i~
duoplícate. la> lC~ for baclafen 354 ±98 ¿AM and lar 3-
APPA — 240±59pat, (Lo) OC,~ lar bacloíco 45±9jan asid lar 3-
AI’t’A20 ±‘ipaí.
asido baciofert or 3-APPA ¿roimibited caeecimolsímioe sacretion
e”ok’ed b>’ P0~s&í aMotine. TWa efl’ec¡ atas dose-daper¡dent
(Figure 3») wiíh ron 1C,~ eslimated by log-to~ho analysis of
240 ±59 psi lar 3-APPA aoci 354 ±98 ¿oso lar baclofeo.
Ion inhibítor>’ efl’ect ‘vas also obaerved io Iba case of tija
catedoalomina secretiosi avakad by 200pM muacinoal. Time
eflecí ‘vas dose-dependaoí rime lCse beiog 21 ±7¡te far 3-
APPA aoci ‘45±9>íM br bactafeo (Figure 3W. dores lower
<han Chote tcqLoirad lar inhibition of 51% of ííicaíioic re-
spasísea.
hifea o] CABA, agonía a o:; o>sracelbdar leíais ofca/chan
Tite cifecí of CABA» agooisís on bosal catecimolamine sacre-
Cian ‘vas accompanied by a dose-dapeodeot inceezíse in Cima
intracellular calaium concentralion. Time EC,4s ‘vare 25±6
asid 60±10pM bar 3-APPA and baclofen, raapectively
(Figure 4>. Maxintíl effects ‘vere obíained witim 0.5 mM of Cha
agonisís asad were 250±40siM <br 3-AFE’A asid 225±30siM
<br baelafecí. Tiois eWect wsís partially blocked by time specific
aruagaais< CG? 35348 ‘vhiclí, a 0.5 mM, inimibiíed 50% of
tite e/Taco evoked it>’ 0.5 nlM 3-APEA (mercase of abetal
200 siM lo ¡Ca”’],>. This mercase in ¡Ca”], was also depen-
1
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4.íd tO*j 0000 00.000
2,
l<t.INCTION Cl: CABA, RECEPToRS IN CIIRObIAFFIN CELLS
1589
a
t e’,”
‘.4
1~’
ji
1•1
tj4
1
g
• O’
A%ir~\ e> thi’6&’tooeoj o’~’
.4 l$.”í’r flfli’.’rbiC •‘ en <‘0 oot 0I’4 <1h41 tul a ~bO4, qonssooo oit
íroorAee’t¡’íl*# v¡oY “ í’;O4.<t4~~4oe<,sys t..’, t’1e C4h’Otsttí W 4%
osu,~s<d a~ sed a~M ‘½1.1< ¡ti ojo.. atico ooorteílaoo.n íd cdl, web
íÑi<. <cf ti’’ teu u’i t íí’íín’~~d~oí l$ti.OiOhiti’ Au0.0 #.i ‘A I~IM O> oc
¡‘O ‘a í. c tairtud a, t’wlca%’< o’I ooaison¡l etOecos
~* ~ ~,s :.:s e si r,~í <‘o 0. \40Jí4 40.4 t,id,’lcn. sefl’«’
tocto $ iío * ti,,, ~t 004 í4t ¡O su - ‘1* flotO ‘.a. íoubsracOe’41 Pasitos
4«6 o*e¡or* e’ ñ~e ‘e’ ,,oC 4 íte4e’;oe eí.4’roís de’ scgo,ííooaírt’uo. wott, thrcoe
~ $e~o .‘<.eí $ o ‘,, re lA ITA — Z~ ~FM sutod frr 0,44
o — e’i.i ! O o> ~o.to
o’» 4, ~i‘ - <4105’ 4 tro’»q e’ alrsuoxlioolsur ttta%íousuu aosoce 00 40
:t’i cu’.o (‘j>.~ i’ooí4ííyín$ Innitainí lite oci{rc.ow ci It ‘su ‘J~ aa’4%
0l1loot~ut<ct t’o’t’.í. reto StO ato?] 1 01*4 a
loo io4du u loiti. O. Xli .i ~.>5Oitliídi\ tC4%t.’ íIit rt« 00 IC’su4íulo$ss’r,I be tooe’a’titut alsol ttOo;*e;O’Coost l’oMts<t 14 SltoiW’j (bit
t~ ~ otocí ‘ A ¡‘(‘A di Ni
0 .1 <II ~4u ‘4t’lC 04 tttluo,r I’N $4) ~?{1~,.
Iba ,sÍ~ :csu ce oto e’c .4<4 b~ III»~i noto*tiííe Soolildr
residí ‘.<e’r .í¡. O ioiítoC oit o toe csuw .4 aoocíícílaíooíot “0’ celta wotío
») pa¡ sveoíwíeri,’l ti <pire 9’<
<ji U]4 íi~ ~ 4 í..o’ro’svr troer,t’rUutse Ir inI ,ot t’iihu’ ~
Síuoíoí;!u~i,u~, .4 <rIlo “oCio O ¿A I04,~ ¡o¡o.onu.o’. pro’día’’’cd su (sine-
oIe~’t#itr.oí sto4re’.A*r oto Otie OolttA~cOt,ul4tc c<iofro;e’tltssulootso í’oi’ cycló
ANEI’ o<.o.slosoor tIte oíísutc,sícooo, c.flc~t 41 lot hIuto 1,1’ oncutitino
4’ati 0,,’! oit, .*‘ ~i itíí e’ río,’ t co ¡oc e’l.’ac ‘dc¡oecodcíít tl’u»core <oíl
a.,íí, ¡ 0 ~.i Yo’. l’~ l,’krn .4 1$> ~ ‘4 ¡a¡ sund O ‘Oto ±20 pat
drtccunett’rd su, limo ¡o¡~arcí« ar pre’acro4e. re%pecíovely. of
Li no’t 1 It SiN su» oooísoto,Oodr 4’ nlíoiwb.e4oa.ícr~~c eseJ íd
turco e’tot >‘c i’~ A SIP ítqesuda tuno
( •uv;<4;~j,í,1 trt ‘srm o ‘,;tr.’)o i slaroíreor .cto’tríluuls 0514/
l;tltoí&r/t,a4;, .‘ .íÓ 4.41V ¡mí río ro’e’oL’ro/ l.o (¡‘-4 itA»
4>9<íes¡‘tui
Stosíorílau cOite oit 1 tAloS, cco:o:g,t.ír’, pro~laot<tl otto ouicresusc un
Nutit o sutet’b,ul¡oi,ioíec ccrce’íívo» .í~ yodO ¡o~ un tníssucdlculoot keats
<of o s.l, AMÉ A. íto.’ci u sol 1 ‘u$»sc t~b Isullo p¡orsuonctcc~ ¡oca
lot5’c ti> telaIni e’.Obei <o íh~ .Ooenke tít <íse’ceíoíc- <tI’ 0 5 nial
1 UNIX limo. c”noj’,’con.I alíd Otto tu’ e suoy ctlevt 00
caIc~ lo&’tsuoeoo oc ~ críto’» ¡o n<l ti ti couul oua: <Cta ‘vollí cy’cloc
A Nl tu ofrsu~tcoooi0.yto,o;~
1’.1I4’t’t t9’ ¡‘i~ii~ d erhrs onu) c í’vlw AA!! tns.ilqtir.t an
<411r6’hl,4pflsrlt %<,‘It’tUofl ofltd no¡racelhílar e triso’ iAl /‘>
trer/,s t’o’e’.&rj uy Gel RA, O9sonusl.o
Witcro «Itt ‘.cu díornul~íkd wutb ~.APPAos b¡ocleI’en added
l(igtthti w;lim ?o’r4,o,loco ¡tic oníroacellulíís lavela of cyclíc AME’
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ríRura 5 [UTacíal CABA, iganisís así i¡oraccllular calciuto, cosocen.
tratuena eycsked Cl>’ nucetone md niuscorutal. Ce’íasalic Ca? trasisierota
elícíoad ti> sturnoolsuu,on of ciíromaffloí calla avisO, a3 lO jito o,eoíio,e ond
(lii 200 pci síiísscsmol un lOo: absesice ar prasence or 0.5 nito 3.AIiPA
tu teacloleo. Sísperompased cecorda <raro dioTerení ccli simples Br:
orsuced. I)ruas ‘.‘cre addrd as times ¡odocased Uy ilie arcaica. N,c,
It) pat ujucolíne. Mus, 200 pr-o muusciunol; 3APPA, 0.5 m~ 3-
»oouoiopropytpitos;íttinua sund. Bac, 0.5 mao Loadores,. Similar racorda
w’erc otouauned Icono difTereoít simples si tOnca dulTereují calI batches.
cyclic AME’ wgeíher wUlo CiABA, ogosisata, baciofen or 3-
APPA. did not produce aoy Curtlíar increasa in caíecimolaouine
secreliun but matead resultad in a reductiaui of saeretion
evcked Uy cadí ugeol indepeodeotly (Tabla 1>.
EA~’cls ofpreincnbniion ca¡ih bocíerial ¡ox¡ns on CABA,
agonts¿’níed¡aed responses ño d;romnaffn celis
To síudy lime paríicipatíon of O pralelos ¿o lime mecbanismn of
actian al’ CABA, receptors, calla ‘vare praincubated ‘vitio
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Figure 6 EII’ect CABA
5, aganista on intraccíltilar avda al’ cyclic
AM? ¡o chromatlin calla. CelOs wera incubated wiIh indicatad con~
cesi¡ratioos of baclafeo jo time absence (O) or prasance <•i of’
0.5 mM isobtttyl metimytxanthioe (IO3MX) lar LO mio asid timen cyclic
AM? levela measured as ind¡cated ‘si Metitoda. (a) Doae-rCSpoltSC
curves al jodicated ciases of’ baclof’co in time preselice or absence cuí
IBMX. Resulta are expressed as parceolages of’ maximal allecis
(7.2±0.5aoci 6.06±0.34penal cyclic AME’/I0
6 celia l r b claf n st
time presance ar abaenee, respactivaty of’ ¡ BMX) o wimicim basal lcycI¡c
AMPI values (3.85±0.15penol eyclia AMP/IO6 calla in time abseroce
asid 3.6±0.2pmol cyclic AMP/IO’ calla o time presence of 0.5 mM
IBMX) ‘vare aubtraeted. Values are meana 1 s.e.meao al three
iodependent datersnioatioos cacto performed ¡o duplicase.
ECav = 046±20¡CM lo time presence of’ IO3MX aoci 210±47pM jo ¡he
abseoca of ¡ BMX. (U) Carrelation batwaen caiechalamine tCA}
secretion asid cyclic AME’ ayeE risas induced by CIABA» aganosta.
Dala repraseol •/. of variation ayer time carraspondira contraía of’
catecimalam,oa secretion (3.2 ±0.1’!.of total cellular centenO aoci of’
cyclic AMI’ ayala (4.16±0.23penal cyclíe AMP/IO’ celia). Recta
yare fitíed Uy minimuen aquarea asid avere of’ y = 5.08 >< — S.l8~
‘“p’<0.00l. it = 13 (without IBMX): asid y = 0.72 x — liS:
“p’CC).0l, tu = 16 (wiíh IBMX). lo time absence of IBMX r = OC?
aoci o ita presa s~ ca r = 0.96.
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FIgure 7 Eifecl of bactarial toxina os, (a) iníracellular ¡ayala olcyclic
AME’ asid {b) catecholamine (CA) sacretion ¡siducad by badales, sod
lorskolin. CeLOs ‘vare is,cubatad with Locke soluoion (control),
300 sigmí’” oholeuic toxio ar 000 ng ml”’ partuasis laudo br 4 ij al
3’VC. Timeo time triedium waa removed aoci calla iricubated wilt,
normal Locke (E]), 100 ¡ts< baclofen (~) or 1 ¡CM forskalin
~ ) bar 00 miro aoci cyctic AM? avda Ca) or caíecholamisie sacra-
tian (bí measurad. Resulta are meas,s ±semean of theca determina
liana aach ana perfarmad ¡o duplicata. Sigsiificantly difl~rent frotn
time correspondisog cosxtrols wiíhout toxina at .P<O.O5; “RCO.OO
asid ~op~CO.00l.
Drs.g
Tabla 1 Eifect al praincubatiaoi witim lorskolin en
caoechalanuiuie secretion asíd cycl[c AM? layala evoked by
CABA
0 agonisís
.hti,ecetlsdot cydic AMI> Caiechotanítise secreí¡o,t
(proal/LO’ calla) (‘/, al total c.c.)
cimolara toxin (CTX> or pertusais toxio (PTX) lar 4 h asid
timen tIte eñ’ect al CIABA0 agoniata 00 catecimalamitle sacre-
tion aoci intracellular cyclic AME’ ayala determinad.
Figure la aimoys timal time aifect of baclafen os, cyctic AM?
avda ‘vas appraximataly daubled lo calla pretreated wioh
PTX, but ‘vas inimibited by praíreatmant yjtim CTX.
Mareover, pretreaímaoi al calla with E’TX increase Uy 4.5
timas time catecholamine sacretion evoked Uy baclofen but Iha
cifact of bactofan ‘vas rial inimibitad altar pretraatitleOt with
CTX (Figura ib).
Time sama cifacts 00 cyctic AMP levela and catecimolaoiit’oa
sacretion ware shown witim 1 ¡AM forakalin when calla yare
preincubatad ‘viCh PTX but was diiferant when catOs wara
pratreatad with CTX. ¡o time laltar case timare ‘vas a risa jo
intracetlutar ¡avda of cyclic AMI’ aod, as a conSCqUCOcC. an
increase jo catecholamina sacretion (Figure la asid b).
— Fors&’olbu
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3-APE’A 500 ¡CM
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3.APPA 500pM
4.43±14
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8A2 ±0.42~
03,00±o.sr’
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abseoca ar presaride of 1 ¡CM
catecimolamifla secration asid [cyct¡c AMl’J~ nicasurad.
Resulta are meana±semean of tUrca duplicase datar-
minatiosís. Sigoiñcanlly diiferaot from time correspauidíng
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Dísctission
Exocytotic release al catacimolamines ja a ver>’ campiex avant
jo time regulalion of’ wimicim nunlaraus proteina are involvad. A
lew years ago, time aoly receptar clearly lioked to time atimula-
ciar; of’ ube exocy¡oaia of cauecbolamjne in bovina chrosnatlin
calla was nACimR, buí at preaeot, a larga number of orber
receptora are koawo to be able to atimulate catacholamina
secretiao Uy timemselvea or modulate nicatioe-induced sacra-
¿ion (Por a review sea flurgoyne, 1991). Aí prasent, cune al time
moat important ncutrotransmiítera implicated jo tUis regula-
das, a GASA.
CABA lías twa bioding sites jo time adrenal medulla, cimar-
accarired as GABAA asid GASA» recaptors bacause of timair
capacity ta be blockad ‘viCh saturaíing conceníraíjona of’
muscimol or badales,, reapectively and timair senaitivity to
Ca” ions (Castro al aL, 1988). Time luoctiaro al GABAA
receptora has bean clearly astablished (Kataoka el aL, 1986;
Kitayama ci aL, 1986; Castro cl al., 1989). It ja knoyvn thai
stimulatioo al calla by GABAA aganisía depolarizes Iba
cimromafftn calI membrana produciog an increasa jo Ch aflioax
thraugio time CI chanoal asaociated wilto time CAEAA recep-
tar and as a consequenca, a membrana depoiari2at¡on which
culminates jo no locrense ¡o basal catacimolamina secreíioo
(González ca al,, 1992).
Time lu¡íctiao of GASA» receptora jo adranal cíxromafi9o
celta Itas sial bean studied befare, Resulta ir, Ibis papar shaw
bar lima firat time íimat time CIABA» agonista bactofen asid, time
n,así pataní aganisí availtoble, 3-APPA increase basal
catacimolau’oine secration in a doaedepandeot manoer. Time
EC10 al Ibis cifecí was eslimatad za 225±58~JMPor 3-APPA
asid 151 ±35¡CM bar baclolen, respactivaly. Timase dasea are
imigh comparad wittí time conceotrationa al ollíer agonista
needed Ca atimulata 50% of catecimalamine sacretion (.a.
nicotina, muscinial asid histamina haya an FC,~ of .$—lOpM>,
aoci avan higimer timan time ciases requirad la atimulate otimer
GASA» responses io time maenmalian brajo (ja. betwears
lO— lOO ¡CM o CABA» mediatad ioimibitory post-synaptic
paleotiala or hyperpolarizatiosts jo time pyrarnidal calla o! tite
imypacamptoa). l’lawever time>’ are of time sama arder al mag-
as timase requirad to atimulata CABA» responses o
otimer peripimaral tiasues sucim as time inhibition al ilaum peri-
síalais or inhibicion of glutamata, acelylcholina .and
sioradranalina release o time peripimaral nervaus ayatam
(000—300 1AM), altimaugim o alí timase cases CABA» responsas
~vereinimibiíory. Timase fiodioga tagatimer ‘vitim time laco timat
GASA5, responsas oro cimramaffln ccli catecimol»nuina sacretion
reprasaot between 40—50% al timase obíainad witim nicotina at
Cha sama ciases, saem lo suggeat eltimer a low atfinity of
CABA» receptora or time exisíance al a taw otausíber of
CABA» bindiog sites in adreroal meduilary ecHa (Castro u
al., 3988).
Neí¿arsimalaas, In apite al time im¡gim ciases required te
atimulata timase receptora, Ihe GARA»-n,ediated increasa ¡o
catecimolan,ine secration Iroro cbromaflln calía saema ¡o be a
true exocylot¿c arod apeciñc cifaco. Tbk ja supparted Uy time
Itodioga timat (O) timis alad ‘vas accompanied by a dase-
dependaní increase jo [Ca”],measured by Fura-2 rnetimads
(Figure 5») and was atniasí completely bíockad wbcn
catecholamine secretion Uy timase aganiata ‘vas mensurad o a
low Ca’’ -containing madium (200 nM>, (2) GASA0 agoniata
‘vare aUla to release otimar aecretory granular composianta
sucim as DBH ta a similar extení za catactoolaminea asid (3>
¡meir affec¡a ‘vare aUla ¡o be blaelced Uy time speciloc GABA»
aosagooist CGP-35348. wimicim, at a dosa of 0.5 mM inimibitad
Uy 70 ta 100% time agooiat-avaked responses (Figura 2).
Faclofeo. anatimer apecitic CABA0 antagonist, ‘vas unabla ¡O
inhibil CABA» agonisí responsas. Oro time basis al Che pimar-
macological claasil,cation al GASA» receptora cuí liutar &
Nicimatí (1988>, timis ioaensitivity ta Lacloíco cotald mean that
CABA» receptora jo Clic adren& medulla balong te a
presynaptic íype, al¡hougb ¡be finding timat time sama daCa
‘vare obíainad wjth ‘vetO cimaractarized postsynaptic GASA»
receptora (Rustan ea al,, 1990) auggaaís thaI Chis rule may íiat
be univaraally applicable. Faclofeo ma>’ be a ncun-apacillc asad
polerol CABA» antagonist ¡a sorne tiasuas. lo fact rioja com-
pound has beco showo to haya CABA» agooist bebav¡our lo
sorne responsas (Michíer & Erdó, 1989). Timeralore, time
precise natura, pre- ar poat~syoaphic, al adrenal madullary
CABA» recep¿ors remains te be detersiúnad.
lo acidition lo the ajiaco al CABA» agoniata 00 basal
catecholamina secraíjon, stimulaíiou’o of chromaffio celIa Uy
rimase compaunda Mao has an cifecí on time catechalamina
secratior, evoked Uy síACh zoid GABAL agorsista. Wimen celta
preincubarad with CABA» agonisís before olcotine
atidad, timase agonisra strongly inhiblíad oicotine-evokecl
catacimolamísia aecreíion lo a dose-depa¡odeot rnasinar; time
IC~.,s abtained ware cf the sama arder of magnitude za timase
lar actjvatjoo of basal catecholamicie secration (Figure Ja).
Timis inimibiíory eifact was accampanjed Uy a reduction in time
lotraceltutar Ca
2 lavel induced by nicotina, resulta whicim
avpport cha hypotimesia of a Crue isiimibi¿ory modulatian al
nACh receptora Lo>’ CABA» anas (Figura 5»). Similar rasulís
were alsa abtajnad bar catecimolamina sacredoro evokad Uy
CIABAA agoroists (Figure 3W and for mercases in [Ca”),
(Figura SU>.
Wjth reapacr to time molecular macloaroiam Uy whicim
CABA» aganista produce tijesa ejiecta iu’u cijromallio calla it
seema lo be madialad Uy time activation of adenylata cyclase
(AC>. TWa conclusion ia supported Uy Cha follawing experi-
mental daCa: (O) GASA» agonisis marease intracalloalar lavela
of cyclic AME’ in a dosa-dependant lashian, ejiecta whicim are
well cerrelated witb ¡rocreasea abíninad jo catachalamine
secretion (Fkgus-e 6). (2) Severa? activatora of AC u well za
forskalio asid cyclic AMP analoguas marease basal catacimol-
amine sacretion isa a dase-depeodeot maronar, a diract carrela-
tion axisting betweao botim pararnatara, intracellular cyclic
AMI’ lavela and caíecimo>amine sacreciost (Osac-Gasqua u al.,
0991). (3) Pretraatmenr of calla wiíim PTX. which Uy ADI’~
ribosylatiaro al G, prateina produces an johibitian of negativa
control of AC, porentiatea cyclic AM? levais and caracho?-
amine secretion induced Uy CABA» agaroista za ‘valí u Uy
lorsicalin (Figure la aoci U>. (4) Pratreatmeot al calla ‘viCh
CTX, which parmanently activatea AC, doca not produce
acidilíanal incrasas jo eitber tija cyclic AM? levela or lo
catecimo)amine secration indueed Uy baclofan.
Time inimibitar>’ actiona cuí GASA» agonista o,> caracho?»-
mine acorchan avoked Uy nicotinic and GABA~ receptora
coufcl also be explaisiad Uy timis mecimaoism. Tbia canclusion
saema ca be suppar¿ed baCh Uy our resulta whicim shaw thai
forskolio and pClp cyclic AMI’ imava a daae-dependent
iohibitory affect on catecimolaruina secretion evokad Uy
nicotina aoci rauscimol (Oaet.Casqua a al., 1991) and Lo>’
ocimer work sbowing thai cyclic AME’. ar aganiau which
activata AC, ma>’ produce ar> inactivatian al nACliR aod
GABAA receptora Uy pimosphorylation (Atbosurqnerque ea al..
0986; Fluganir ev at. 0936; F
1larriaaon & Lamben, 1989:
Leidasiheimer e: al., 1991). I-lawever. alchough CABA»
agoniata seem Co mediata obeir efiecta oo carecholaodoe sacre-
tion Lo>’ a mechanism implicaoing cyclic AMP lormatian, ‘ve
do nat exciude time possibili¿y of iba axjsLance al art addi-
nona? mechaniasn Por Cha action al ¡heaa receptora.
Spacific intaractiasís beíweeo CABA.>. ‘asid CABA8 racep-
tora haya oot beco describad until ver>’ recesití>’ (1-latinar ea
al., 1991>. Cur resulta saem to supporo a apeciñe madulatian
of CABAL receptora Uy ilie CASA» anas, ajote che 1C5«
raquired for inaetivaiiosi of GASAA receptora by CIABA»
agonista was ver>’ mucb amallar Iban Chao raquired los mac-
tivation of oAChR.
[si conclusion, GASA chraugh baum i¡a GABAA aitd
CABA» receptora. saerna ta play an important role itt time
modulation of cimromaifln ccii fuoction and rimarelore, GASA
could be addad to time long liat of sieurotransmittars aod
hormones irnpíicaied a che rnodulatior, of Ibis carnplex func-
tion. Time pimysiologicat sigroiticance of Che resulta presentad
liare ja nol yat koowni. It coo.old be poasible thai janoluopie
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GASA receptora, as well as oACh receprora, play a major
rata jo time initiarion of catecimolamine release ¡u vivo wimile
metabotropia receptora, iocludiog timase for CABA», imave a
more impartant role jo time modulatian al time sacration
evaked Uy iooatropic receptora.
Tlois work was aupported Uy Reaearch CIratita CAM Ct68191 from
Comunidad Autónoma da Madrid and FISS 92/0240 from Fondo de
lnyestigacioOes Sanitarias de ta Seguridad Social al Madrid (Minis-
try of Haaltim, Spain). ita autimora iliarok DA. CIilsaui Por irnprovin&
tija manuscript.
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Identification of GABAA receptor subunits expressed in bovine adrenal
medulla
M. Parrarnón0, M.J, Oset.-Gasqueit*, M,P. Gorxzalez3, IFA. Stephensonb
‘Ia,.Sa¡laaao de Bioqaaiasatca. Fcac¡ a/inri dc Fu’aa’nsacia. Unis’e,’sidad Coaaq,haeasse. 28040 a’rfadr(d. Spc’si,s
b~<.r,
0<.j,>¡g>¡g of Piocaa’a,sacesadccai Cheanisas’j¡-. Sclsooi of P/scaanuaeí; 29139 Rrsausos’tc’k Sq¡aa”a. London lIC/A’ ¡AY. L/X
Received 09 Octol,er 1993; Revisad version received 27 Decauiíber [993;Accapíad 27 Decembar 0993
Abatrací
TIíe OABAA receptor subuíiita expressed jul adranal medulla haya beco cimaracterized Uy radioligand binding asid by inííííttnological
metimocis. Time receptora were pusiñad Uy Uasim benzodiazepina alñnity cimromatogt’apimy aod aííoi-a< 413—429 GAI1A.~ receptor
auitibacly ionníí¡utoalfmnity cimuou’nasograpííy: Timase poepauntiona ~vereacreened Uy irnmtsnablotiing usiog GABA receptor a atubtunit
saqueoca-speciñc antibodias. Resulta aimowed time axisocuica al time a, subuoit. Timus, Clic CIABAA receptora expreaaad ~oadrenal
medulla nra imo¡iagaoeaísa ‘viCh ¡‘especo lo timeir a aubtooit campleoient nod caoaisteíít ~vitimtype IJZí beozodiazepine receptar
pimars’oacology.
Reí’ su’oa’d.~’: GAlIA: GABA~ ‘aceptor; Aduanal oiíecltslla: Benzodiazapine: Cliromaifin calI
y-Amioabrítvric acid (GAI3At time majar inhibitory
naurotraosmitter iíí time vertebrate brain, mediares ocu—
ronal inhibition predominauítly Uy opaniíig a clíloride
chanoicí whicb is integral Co tlíe GABAA receptor. Time
GABAA receptor is time target Lar a vauiety oltherapeutically
important drtogs. wbicim iííchíde tbe beozodiazepines,
barbiturates and naurasteraids (far a raview sae [04]).
Molecular cloniííg al GASA receptor subunir genes
has revealad an extensiva lamil>’ al higimly honiolagaus
polypeptides. Timare are tWa distioict siíbuoit typas. desig-
nated a, fi. y, 6 and p witim dilTereot isoforrns of lotír of
timase e. al-aó. fi~-fi4, y0->’,, P¡-P~ (reviewecl in e.g, [4]).
Caínbinations al llíesa stobunits, as yaC utíkocuwo coas-
sembla, probably as peotameric atructures to constitute
time different fuoctional asid pimarniacalogical properties
al GABAA raceptors o time brain [8],
lo bavine adranal medulla. time preseoca of GABAA
and CASAr, receptora has beco sbowo [2,7J.BaCh types
al raceptors madulata catacimolamine secreticuoí (3~.
GABAA receptar modulation olsecretian a by a mecha-
oism dependaní 00 time membrana potential [6].
*Correapnsidiutg aushor. Fax: (34) (II 5438649
Time ami of time prescoar study ‘vas to cimaracterize Iba
CABAA receptaus axpressad Lo adrenal medula to datar-
mitie it ihis tissue, jo coíítrast lo time graat imetercugeoíeity
fornid o time braisi, expresses a imomogeneotís population
of receptan,
Radiolignod Uinding assays to adrenal medulla mcm-
branes ‘vera performed Uy a polyethylanirnioe metimod as
praviottsly descríbed [5,11]. Bíiefly, membratias (1 mg
protainfml) ‘vera iocubated ‘viCh loo pl of unlabelled
flunitrazepam aod ditTereot concantratiana of [‘H]fluni-
trazapam (85 Ci/mníol> al ~C lar 1 Ii. l3inding was
stopped Uy filtration aud radioactivity ‘vas oíeasured by
acintillation spectroínerry.
Cali cerebral cortex and adrenal madulla ~veraob-
tained frono time local slaughterhotíse and membranas
‘vare preparad as previoxísly described [16).Time GABAA
receptor ‘vas saltíbilized from batEo tísaues ‘viCh 0.5%
<‘vN) sodium deoxychalate lo the presence of pratease
inbibitors aod collacted Uy centrilugation at 000,000 g
lar 75 mio nC 4” C [16].Receptors were puriflad Uy
Ro 7 1986/1 affioity ebromatagraphy follawed Uy ion-
exchange chraniatograpimy to remave Che aluCian Iigand,
clarazepate (kindly pravidad Uy Boebringer lngelheim,
Erackoell, UK), alias previcuusly described [15].For ad.
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55131 03(14-394t¡¡93)E0906-C
244 Al. Paa’j’o,nó,s eral. /Nesa’oscience Le¡aea’s 168 fl994) 243—246
a
.00
30 -
25 -
20 -
ta-
lo-
5—
a
o,
o 5 lO 55 20 25
Flunitrazepan, nM
Fig. 1~ ‘fha binchiuíg of [<l’llflusiitrazepaníso membranas preparad f’rom
bavista adrenal mecisolla. Meníbranes were preparad froni bovina adra-
naO medulla asid (‘l’l]Ounisrazapam Uinding waa carriecl ano Uy a
aíhyleneimisíe ltltrntiost aasay. Time figure aííoyy’s time apecilte saturat así
ca r”a wiolt Clic Scatcimard aoíalyais of’ títia o sIte inaat. Resulta are
meana ±S.E.M of’ timree experimanta perlarmed isí duplicase. Tlíe
Scatchard píos ‘vas asialysad U~’ LIGANID ‘vimicim gaye a beso fis al a
single líigh-alltstity site witim K~ = 4±0.6nM; B,,~, 27±3fmolloíg
prolei lo.
renal medtílla. 40 g wet waigimt tissue was usad lar aacb
pto rificat ion.
CAEAA receptais ~veí’apurifiad fu’ono sodium de-
oxycholate extrticts of bovina adrenal medulla (20 g wet
~veighttissua) Uy immuooaffinity chronoa tagrapimy usiog
a sheep anti-CABAA receptora1 413—429 subunit anti-
body affinity’ caluíion [5].
So as Co verify tha abseoca of cross-caotamination
~s’itli brain tisana, aflioity columna ~varel)ra—altltad ow’ice
~vithclorazepare (Ro 7 1986/1 columo) oo aluCian bullar
(anti-GAI3AA receptor a1 413—429 subunit antibod>’ al’-
floil>’ calunon) [5].
lrnmunoblottiog ~vas carriad out ir 10% paly-
ací’ylamida slab gala undar reducing nod deoaturing con-
ditiaíia, transferrad Ca nitrocallulosa matubranas attd
with aflinioy-purifiad asti-CABA receptor subunit-spe-
cific aíitibodias. CAI3AA receptar seqttence-cliracted aíi-
ribodies ~vereraisad, characterized and purifiad cun time
respective papuda-CH Seploarosa 4B affinity calumns, as
praviously described [II].
Antigao-aotibody rcactions wera visualizad by Che
harseíadish peroxidasa-linked wbole antibady lollowed
Uy Che ECL detection syatem (Amersham lot.) [5].The
specificity of [ha jmmínune reaction was demonstrated
Uy prior incubation of time aotibody ovarniglit aC 4
0C
wimh Che corresponding peptide timat was usad for animal
tmnmunizatiosi.
Specific beozodiazepina bisiding to membranas pra-
pared from bovina adrenal medulla was observad with
[3Hjfiuoitrazepanoas time radioligand. Spaciflc binding
was linear with proíaio. Scatchard analyais of time satura-
tian curva simawed a single imigim affinity site witb
= 4±0.6 nM and .B~_ = 27 + 3 fmol rH]flunitraze-
pam binding sitas/mg protein (n = 6> (Fig. 1). Timis Kd has
rhe sama arder of magnitude to that obtaiíiad in previana
atudies Uy Kataaka CC al. [7].
Sodium deoxycimalata solubilized specific [3Hffluoi-
trazepam bisiding sites btu Iba yiald ~vaslow. A íypical
value jo a detergent axrract of adranal soedulla mem-
branas was 310±specific dpír ineasurad at 2 nM
[‘H]fiunitrazapamn final eonceu1tratioo. This corre-
sponded to 12 fmol/nig of pratain ~vitIiso asaumad
= 4 nM, as aboye.
Iii initial experinoents, ínembraíies preparad from bo-
vine adrenal madulla were sareened lar time expression of
GABAA receptar subunita by immunoblauing usiog a
panal of ant i-GABAA receptor subunit-spacific antibod-
íes. However, no clear immunoreactive bands were ob-
tained. Timerefore, despite time low coíicentratian of
CABAA receptors presení jo tba sodiuni daoxycimolate
extracta, time purificatian of timase proteios was carried
aul Uy Ro 7 1986/1 afliniry chramatography to attampt
to iíicrease Che seíísitivity of detectian br (he ini-
munoblota. Tha lon-exahange clíromawgraphy Iractiona
obíainad aC time aud of time standard isolation procedure
ware assayed far apacifla [31-1]fiunitrazepanib oding sites
however, no activiíy was datactabla. The sama fractians
were analysed by imíuunoblotting usiog art anti-GABA
receptor a¡ 413—429 subunit-specific antibody. Time re-
sults are shosvn in Fig. 2 wimere it can be sean timat oow
attti-a
0 413—429 imnnooareactiviiy was detactable jo ion-
excítange fractiotos 2-4 (lares 3—5). The irnmunoreactive
band imad a M, 53,000 and it was coiocideot with <he al
subuttit prescot in preparaticuns ofOABAA recaptors isa-
atad Iraní bovina cerebral cortax (Fig, 2, laííe 1). Note
timat no a1 subunlí isnrnunareacoivity was detectable jo
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Fig. 2. Clxaracterization Uy imrnuooblottitig of time CABA, receptora
p¡urif’íad Irosí bovina adrenal medulla by banzodiazepina affioity
chroiuatagraphy. OABAA receptora were puriñed from adranal me-
dutía Uy aodiuun daoxycimolata axtraction, Ra? 1986/1 affisiitychroma-
oogrnpimy loltoyyad Uy jon-excimanga chromatography. Time ion-ex-
cimauíge elutad Iractiana C50 pl) ‘vare precipitated asid aoalysed Uy ini-
rnusioblntling usirg anti~a, 403-429 CABA, receptar soíbunit antibody
(5,nglrnl). Lame lis puriflad receptar lrom adulo bov[s,e cerebral corlax
as cautírol. Lanas 2009 are iaui.excliasige Iraesiona of adrasial medulla
purilsed CABA, receptar itt ordar of callection. Matecular weiglits
(kD¡o) are abono oro time alt.
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Fig. 3’ Clíaractarizatian Uy immunoblotting al time GABAA receptOra
purifled Iran, bovina adrenal medulla by anti-a~ 413—429 aotibady
immunoaf)lniíy chrooíatography. GABAA receptora “‘are purilied
from adrenal medulla by sadium daoxycholaia axtractian asid anti-u5
413—429 GABAA receptar antibody affinity chran,atography. Time pH
11.5 eluted Iractiona (5tO pl) ‘vare precipitated aoci asialyaed Uy im-
snusioblotoing usiuig anti-a5 413—429 GAlIA,, receptar aubunit antibod-
ica (5 ng/mí). Unoa O is purifiad receptar fron, nciutt Uo~’ine cerebral
corsex sos control. Lastes 2 Co 9 are Iractiana ofadrenal medulla in,mu-
noafftoity purilted recepsar in arder al callacojon. MolecuLar weigimts
(kfla) are ahown on time alt.
control samplas wliera time Ro 7 1986/1 alfinity calumo
~vaapreelutad with clarazepate.
To confirm time presence of a0 subunit lii adrenal ma-
dulía, GAHAA receptora xvere purifiad by an alternativa
metimod of anti-GABAA receptar at 413—429 antibod>’
irnmunoaffinity chí’omatograpimy [II]. Timjs procedura
has time advantaga timat isolatian is not dapendeor 00 Cha
retention al Iigand binding activity in datargeot sahítian
wimare loas of Uinding sitas causad by detergeí~t denatura-
flan imas beco simown so accur [16].Timus timis trethad rnay
give no increasad yiald of puriflad raceptors which ínay
be importaot lar time datection of arher CIABA, receptar
stíbunits (sea belaw). As for time CABA, receptora puri-
fiad Uy banZodiazepina affioity cimrornatography Irono
adranal madulla membranas, timare xvas no detectabla
spaciloc [‘H]fiuoitrazepasiibinding activity in time frac-
liana alistad from time antibady afflnily colurnn. How-
ayer, aoalysis of time Iractiona Uy ioomuooblatting using
anti-a5 413—429 anoibodias showed immunoreactivity in
Iractiona 2—8 witim time peak in fractiona 2—5 (Fig. 3, lanas
3—5). Time iínmunaraactive Uaod liad a M, of 53,000 and
it was caincidant witim time a5 aubrínir prasent o receptor
preparatiana puriflad Uy benzodiazepina affinity chrom-
atograpimy froro bo~’ina cerebral cartex (Fig. 3, lane 1).
Time apecificity of time immuooblotting experimanta ‘vas
demanstrarad far baCh time purified praparationa by iba
praincubation of time antibody usad far time immunablot-
ting witim time respective peptida usad as anrigen. Pre-
incubation inhibitad canopletely time signal abtainad jo
immuooblots lar botim preparationa (Fig. 4. lanas 4—5),
Nota that 00 aoti-a5 413—429 antibady inomunaraactivity
was detectad in pre-aluted fractiana frorn time antibady
affinity calumo.
Time fractiona containing the a0 413—429 subunjt lar-
munoreactivity fram botli purified praparationa werc
poalad and sareened Lar iínnuínoraactivity ~vií1xanti-Cys
«2414—424, anti-Cys a~ 454—467, aori-a5 ¡—16 Cys and
anti-a6 1—15 Cys afhnity-purifled antihadies. No datada-
ble signais were obrained ira irníuunoblots (resulta nat
sliown).
Timase resulta cancísr witim timase of [17] wlía fcuund Uy
Nortliarn blatting ~ hut not a2 or a~ CIABA, receptor
síobunit mRNA in bovina adrenal medulla. Yrnar at al.
[17]alsa found mRNAs for fi5, fi2 and fi, subunita, and
additicunally, timis group isalated Cha y~ cUNA initially
frotn a bovina adrenal medulla cUNA library (12]. TIte
presence of a fi and 72 subrauíit togeiher witlí time a~ stíb-
unit is cansisteot with batlo time beozadiaZepine radioli-
gand binding properties found in adrenal medulla [7, aíid
ibis study] aííd time lunetjottal affects of banzodiazepines
and fi-carbalinas cun CABA,, receptora of abromaifin
celis [l0,1j. l’relirniííary siudies usiuíg a fl4fl, CABA,
1 2 3 4 5
97— ~ktt
69.>
43—
e—
26—
al al+P
Fig. 4. Denoasiatration of Iba spccilicity of time imrnwnablattitig axperi-
masita, luínouocublots of CABA, receptors purified Lo>’ baCh benzodiaz-
apine aflinil>’ chromatography -aoci au,ti-a1 413—129 CABA,, receptor
antibod>’ imrnunoafllnity clirarna’scsgraphy “‘era carried mit uaiulg citíter
ansi-a1 413-429 CABA receptor arsibodyalone(~,> orasiti-~u 4l3~429
CIABA receptor antibod>’ preincub:íted oo¿arstigho itt Lime presesoce of a,
413—429 papuda (1.25 pg/tnl finitO cotocenlratioul) {~5+P) to slsow time
spedflcity cuí time inmune reaction. bine O corot-ajos banzodhozepina
altosíity chramatography puriñed receptor froslí adutí bovina cerebral
cortax as arttigen control. Lanas 2 to 5 are receptor purU3ed Iroin
ssdrau,al occiouíla Uy beozodiazepina amnis>’ colunin cliromatograplí>’
(latieaand 4) aodbyanti-GAIIA recaplosa5 413—429 antibodyaftiííity
eimrounaoograpimy (lanas 3 aticO 5). Stolecul’.or ~vaighls(kfla> are sloow’si
00 tIte alt.
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INTRODUCTION
y-Arrinobutyric acid (GASA), time major inhibitory neurotransmitter lo time Central
Nervaus Systern (CNS), is alsa presant in several peripimera] tissues, where it has a fboctional
f’ole o Che regulatían of muscle contraction Of’ hormonal secretion (for a review, see Taroaka
& Taoiyama, 1 992).
Chromafftn celís froto adrenal medulla are considered to be typical post-synaptic
caíecholaminergic neuf’ons, because they have severa! embryologicaJ, strucíurai, and
frmoctional properties jo cammoo with catecholaminergic reurons from brain. Uke neurons,
timase cel]s originate from neural crest, a tissue of ectodermic origin, aoci possess secretor>’
vesicles, le., time chíamaifon granules. Timase graoules synthesize, siore, and release
catecholamínes (CAs) aoci a number of neuropeptídes to ihe bleod by calcíum-depeodent
exocytoflc mechanísms
CA secrerion ja a procesa physio>ogicaily stimulated by acetylcholine (ACYI), released
fram splanchnic nerves wimich supply ihe adíenal medulla. When ACh biods to nicatinic
f’eceptof’s loC~ted 00 Che plaso1a membf’ane of chromaffoo celis, it induces art cnt!->’ of Na~
timrough receptor-assaciated N’at cimanneis wimich depolarizes time celis ant] allows time
activation of voltage-depeodení Ca2~ channeis. Time subsequent Ca2~ eootry triggers time
extrusion of Che CA granule cooteot Co time extracellular space (Douglas, 1968).
However, time recent ideotification of several neuratransmitlers in chroíraflin celís. such
as oploid peptides, substance Y, sornatostatio, vasoachive intestinal pepdde, histamina,
angiotensin, neuropeptide Y, aurial naíriureuic pepuide, and GA.BA <for a review, see
Burgoyne, 1991)> suggesís a niara complex picture a? CA secretion by ebrornaifmn celís,
since. togetimer with oicotinic .ACh (nACh) receptois, ihese neurotranslooittels could act as
pim\’sIsiQical modulaíors nf C.-\ stt’ret¡{’r
In relation to GABA regulation of chromaffon ceIl seoretion, previous work by cur
group has demonstrated the presence of ah enzymes implicated lii GABA metabolism in dic
bovine adrenal medulla (Fernández-Rarnil et a]., 1982; 1983) as weIl as the existence of art
active uptake (Oset-Gasque & Aunis, 1989), and exocytotic release of this neurotransmitter
(Oset-Gasque et al., 1990). Moreover, dic presence of the two subtypes of GABA receptors,
one sensitive to muscimol (GABAA) and the other insensitive te muscimol but sensitive to
baclofen (GABA5) has also been described (Castro et a!, 1988), both having a role lii the
reguiation ofCA secretion by chromaff¡n cefls (Figure 1),
CAs
Figure 1. In adrenal cimrornafftn celís, alí eozyrnes implicated in GASA metabolism (GAL), CiABA-T and
SSADH) are present. CABA is relcased by twa meohanism, ano calcium-dependeot (exocytotic release) aud
otlier calcjum-indepandeíit ant] sodiuíu-dependent (inversión of CABA carrier). Both types of CABA
receptors (GABAA ant] CABA8) exiat, wbiclx modulate CA secretion. lii adddition to that, otimer receptora of
different neurotransrnitter systems are present in time plasma membrane (seo text). GABA-T, 4-
aminobutyrata-2-axoglutarate arnioiatransferase; SSADH, scmialdehyde succinie acid deimydrogenase; GAL?,
glutamata decarboxylase; SSA, succinie semialdehyde; SA, suceinio acid; CIta, glutamate.
In this review WC present aur recent results concerning GABAergie niodulation of CA
secretion in ebromaflin celís explainig the mechanisms by which both, lonotropio GABAA
and metabotropie GABA5 reeeptors exert such a regulator>’ action.
COEXISTENCE OF GABAA AND GABAR RECEPTORS ff4 ADRENAL MEDULLA
MEMBRANES
The first evidence showing the possibihity that adrena] medulla contains receptora for
GABA was obtained by Kataoka et al. (1984), who found binding of [3H]muscimol te
cl-orornafftn celís in culture, and by Martínez et al. (1987), who observed that binding of
[3HJGABAwas speciftcally displaced by muscimol and (-)-baclofen. These results suggested
that the adrenal medulla contained both GABAÁ and GASA
3 receptora. Castro et al. (1988)
showed that speciftc binding of [3H]GABAte adrenal medufla membranes was biphasic, asreflected in the curved Scatchard plot, with a !ow and a high afflnity component. Tbese
binding sites were speciftcally blocked by treatment with muscimol (10w afftnity) and
baclofen (high afftnity), respectively, indieating the existence of GABAA low affinity
binding sites and GABA~ high afftnity binding sites. Computer-assisted analysis of data from
blockade and nonblockade experiments gaye kinetic constants of Kdrl39±22nM and
Bmax=3 2±0.4pmol/mg protein for GABAA sites of low afflnity and Kd
2=41~6 nM and
Bmax=0 35~0.26 pmol/mg protein for the GABAB sites of high affmity.
Ihe existence of both sites was confirmed by experiments on calcium-sensitivity of
binding. Speciftc [3H]GABAbinding obtaired afier muscimol blockade (GABAB sites), was
enhanced when Ca2+ was added to the incubation medium, the effect reaching its maximum
level at a Ca2~ concentration of! mM; however, [3H]GABAbinding obtained afier blockade
with (-)-baclofen (GABAA sites ) was not signifteantly modified by Ca2~ ions until 1 mM
(Castro et al., 1988).
FUNCTION AND MECIIANISM OF ACTION OF GABAÁ RECEPTORS IN
BOVINE CHROMAFFIN CELLS
Sangiah et al. (1974) reported for the ftrst time that GASA caused release of CAs froni
isolated perfúsed bovine adrenais. Kitayama et al. (1984) found that GASA produced CA
release from isolated perfbsed dog adrenais, this procesa being Ca2+.dependent and
independent of external Na+ and CI-.
According to our results on bovine ebromaifin celis (Castro et aL, 1989), CABA
atimulates basal CA release from diese celís in a concentration-dependent manner, Ibis
release represents about 70 % of that obtained by the same doses of nicotine under similar
experimental conditions. Time fact diaL GASA stimulates basal CA release and that this
stimulation can be mimicked by muscimol, a GARAA agonist, and partialí>’ blocked by
bicuculline, a GABAA antagonist, indicates that timÉ action is mediated in pan by GA.BAA
receptors, Ihe EC
50 for time effect of GASA an basa! CA secretion was 7.2±1.1pM, which
is well in une with CABA cencentations necessary to stimulate time GABAA receptor in brain
preparations in vitro (Ailan & Harris, 1986).
Time CA release elicited by CABA was Ca
2~-dependent and was inhibited in time absence
of Ca2~ in time extracellular medium and by blockers of time L-type of voltage-dependent
calcium channeis, such as nifedipine and CcI2~, but not by blockers of time T-type voltage-
dependent calcium channeis, sucio asNi2~ (Castro et al,, 1989). This pattern of inhibition is lii
agreement with time known pathways for Ca2+ entry into chromaffin celís (Ladona et aL,
1987). In addition, GASA and muscimol increased time intracelluar concentration of Ca2+
([Ca2fli), as measured by fluorescent probe Fura-2AM. Timis marease was specifically
blocked by time GABAA antagonist bicuculline and time calcium channe! blocker nifedipine.
Timese results suggest that GAflA evokes CA secretion in chromafftn celís by producing
a depolarization due, maybe, to an increase in time membrane conductance to Cl-, as occurs
when time neurotransmitter binds to its speciftc site on dic GASA receptor/Ck channel
complex in brain. Qur resoalts about Ch fluxes measured by twa independent methods, 36C1
uptakc and SPQ fluorescence probes showed that muscimol induces an increase in the efflux
of C1 fi-orn celís in culture. This effect was blocked by picrotoxin, a speeific blocker of the
C1 channel associated with the GABAA receptor (González et al., 1992).
In addition to the GASA effect on the basal CA secretion, GABA, through its GABAA
receptors, increases the CA release evoked by submaximal doses of nicotine but has an
inhibitory effect on the nicotine-evoked CA secretion when nicotine is given in maximal
doses (Castro el al., 1989). This is also írue in the case of KCI-evoked CA secretion by
chromaffsn celis. Ihus, at low concerotration ofKCI (between 5 and 15 mM) the effect of
muscirnol is excitatory but al higher coneentrations the efYect is inhibitory (González et al.,
1992).
a) b)
CI CI
>1
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Silmulation ofCA secrelion Inhi’bznon ofCA secretion
Figure 2. (a) When GA.BA is bound Co its GA.BAA receptor iíi chromaffio celís al resting membrana
patantial (E0) or at a E01 be1a~v Eco (E01= -51±2.1mV) a Ch-effiux is produced ant], as colosequence, a
membrana depolarization and a stimularion of CA release occttr. (b) By contrast, if ciorornaifin celis are
depolarized, presenting a Em aboye Ecí (experinieotaly achieved by silmulation with high ¡CCI or nicotine
concentrations) , GABA causes a CL-jnfllux aud, as a result, a membrane hyperpolarizatiOfl aud an inhibition
of CA secration.
These apparent eontradictory effects could be explained by our results on the muscimol
effect on membrane potential, measured by the fluorescent bisoxonol probe (Di-BAC 4(3)),
and estimations of resting potential and equilibrium potential for Ch (González et al., 1992).
At membrane potentials lower than time equilibrium potential for Ch (in our study -51±2,1
mV), muscimol induced a depolarization of chromaffln celís and, consequently, a stimulatory
effect on CA secretion. Maximal stimulation was obíained when muscimol effect was assayed
at resting conditions (in our study time resting membrane potential (E0) was about -65 mV).
However, when celis were stimulated by muscimol at membrane potentials greater than the
equilibrium potential for Cl (obtained by high KO or nicotine concentrations), the effect of
Ihe GABAA agonist was inhibitory (González el al., 1992) (Figure 2).
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GABAB agonists modu¡ate basal and nACh sund GABAÁ~receptor~st¡muIated CA
secretion
Ihe tbnction of GABA8 receptors in adrenal chromafftn celis has not been studied
before. Our results show for the ftrst time that the GABAB agonist baclofen and the most
potent agonist available, 3-AIPPA mercase basal CA secretion in a dose-dependent rnanner
~EC50225~58j.tM for 3-APPA and 151±35}sM for baclofen, respectively), this effect
representing between 40-50 % of that obtained with nicotine at the same doses.
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GABA8 effect on CA secretion seenis to be a true exocytotic ami speciftc release, This
is supported by the flndings that:
(1) It was accompanied by a dose-dependent increase in [Ca2~’Ji, with a EC50’=25±6
hM and 60±10~tMfor 3-APPA ami baclofen, repectively. Maximal increases in [Ca2~Ji areshown in Figure 5. The effect was almost completely biocked when CA secretion by these
agonists was measured in a Iow Ca2+~containing medium (200 nM).
(2) GAnA
8 agonists depolarize the celis ti>’ increasing membrane potential in a speciflc
form, since the effect was blocked by the speciftc antagonist CGP 35348 (Figure 3A).
(3) ciABA8 agonists were able to release other secretor>’ granular componenís such as
DBH to a similar extent as CAs, and
(4) Their effects are blocked by the specific antagonist CGP 35348, which at dose 0.5
mM inhibited 70 % to 100% the agonist-evoked responses.
In addition to the effeet of ciABA8 agonists on basa] CA secretion, stimulation of
ehromafftn celís by these compounds also has an effect on the CA secretion evoked ti>’ nACh
and GAiBAA agonista. When celís are preincubated with ciABA8 agonists before nicotine is
added, these agonists strongly inhibit nicotine-evoked CA secretion in a dose-dependent
manner, Ihe 1C50 are of tbe same order of magnitude than those lér activation of basal CA
secretion (354±98pM for baclofen ami 240±59gM for 3-APPA). This inhibitory effect was
accompained by a reduction of the inerease of [Ca2~Ji(Oset-Gasque et al., 1993) andmembrane potential induced by nicotine (Figure 3B), results whioh support the hypothesis of
a true inhibitory moduladon of nACh reeeptors by ciABA
8 ones. Similar results were
otitained for CA secretion evoked by GAIBAA agonists (1C50=45±9i.xM for baclofen and
21±7gM for 3-APPA) as welll as for increases in [Ca2fli (Oset-Gasque et aL, 1993) aid in
membrane potential (Figure 3C).
GABA
8 agonists marease eAMP leveís
The molecular mechanism by which GASA8 agonists modulate CA secretion in
chromaffin celís seení to be tnediated by the activation of the adenylate cyc[ase (AC). This
conelusion is supported by the following experimental dala:
(1) ciABA8 agonists increase intracellular levejs of cyclic AMP (cAMP) in a dose-
dependent fashion, effects which are well correlated with increases obtained lii CA secretion
(Figure 4).
(2) Several activaíors of AC including forskolin as welI as cAMP analogues (pCIp-
cAIvIiP) marease basal CA secredon iri a dose-dependent manner, a direct correlation existing
between both parameters, intracellular cAMP levels and CA seol-etion (Oset-Gasque et al.,
1991)
(3) Pretreatment of celís with Pertussis toxin, which produces an inhibition of negative
control of AC by ADP-ribosylation of cii proteins , potentiates by 2 times cAMIP levels and
4.5 times CA secretion induced by ciABA8 agonists (Oset-’Gasque et al., 1993).
(4) Pretreatment of celis with Cholerie toxin, which permanently activate AC, does not
produce additionaL increases in either the cAMIP levels or in the CA secretion induced by
baclofen, indicating the activation ofa common intracellular target, the Os protein.
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Figure 4. Correlatian between time ratos of CA secretion ant] cAMP ox W3 Jevels induced by 3-APPA (A) or
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Ihe inhibitory actfons of GA.RAB agonista on CA secretion evofred by nicotinio and
GABAA receptora could also be exp]ained by tbk mechanism. Ihis conclusion seems to be
supported by both results which show tliat forskolin and pClp-eAitvlP have a dose-dependent
ínhibitory effect on CA secretion evoked by nicotine and muscimol (Oset-ciasque eL al,,
1991) and by others showing that cAMP or agonista that act¡vate AC may produce an
inactivation of nACh and GAEAA receptor by phosphorylation (AJburquerque et al., 1986;
Huganir eL al., 1986; Harrison & Lambert, 1989; Leidenheimer et al., 199]). However,
although ciABA8 agonists seem to mediate their effects en CA secretion by a mechanism
implicating cAMP formation, we do not exclude the possibUity of the existence of additional
mechanisms for the action of these receptora (see below).
CABA8 agonists mobilize calcium from intracellular stores sund mercase IP3 levels in
cbromaffin celia
In order to determine the origin of [Ca24Jiincreased by GASA8 agonista we measured
the mobilization of calcium in response to ciABA8 agonist stimulation under different
conditiona, which are dic absence of extracellular calcium or the blockade of different types
of voltage-dependeta ealcium channeis with apecifie antagonista. Results from Figure 5 shaw
that the absence of calcium in the extracellular medium or ita chelation by addifion of BOTA
reduces [Ca2+]increase by GABAB agonista in about a 70 %. The same result was obtainedby speciftc blockade of L-type voltage-dependent calcium channels with nifedipine, while o-
conotoxin, a apeciflc blocker of N-type calcium channeis did net produce any inhibition of
caleium entry. These resulta seem Lo indicate that the 70 % of [Ca2~]imorcase produced by
ciABA
8 agonista come from extracellular pools, but suggest that an additional mobilization
of intracellular calcium pools could exist.
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Figure 5, Effect of GABA8 receptor aganists, 3-APPA and baclofen ovar [Ca’~]iunder different conditions
as speciftet] aboye. DaLa are rneans ±S.E.mcanof 10 experinients, ns, non signifscant; ~ ¡‘<0.001.
So as to test the last possibility, we performed two types of experiments. First, we
examined the intracellular calcium mobilization by GABAB agonists in an extracellular
calcium-free medium previous depletion of caifeine and 1P3-sensitive stores. In these
conditions, ciABAD agonists were unable to produce an>’ increase in [Ca2+]i.Moreover,
afier caifeine pretreatment alone, 3-APPA was able to induce a little marease of [Ca2+]i
(Parrarnón et al., paper in preparation). Secondí>’, we examined whether GABAu agoniats
stimulate phospholopase C to produce IP
3. GABAB agonista cause a signiftcant dose-
dependent increase in IP3 leveis, reaching maximal effects at 100 hM concentration
(Parramón et al., paper in preparation).
Taken together, results fron-i intracellular calcium niobilization and IP3 levela
demonstrate that in addition to a ver>’ high extracellular calcium entry (70 %) mainly through
L-type voltage-dependent calcium ehannel, Ihere is an additional intracellular caleium
mobilization, which could be implicated in the regulation of the GABAB evoked CA
secretion (Figure 6). Ihis contribution ja minoritary and non-apecifle since in Ihe abaence of
extracellular calcium although a little CA seeretion exista, it ja not dose-dependent.
Moreover, the correlation between CA secretion in the presence of calcium and IP3 levels is
not atatiaticalí>’ signiflcant (Figure 4).
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CONCLUDING REMARKS
The aboye results demonstrate that CABA, when binda to G’ARAA and ciABA8
reeeptors en the plasma membrane of chromaffin celia, can modulate both basal and evoked
CA secretion, enhancing basal CA aecretiori and inhibitmng secretagogue-evoked release.
The effect of GABAx. medulation of CA secretion by chromaffin celIa dependa on the
membrane petential, being depolarizing, exaitatory, or hyperpolarizing, mnhmbitory, depending
on the degree of change in the membrane potential produced by the stimulatory agent, below
or aboye the equilibrium potential for Ci (Figure 2). Theae opposite acimona couLd be
medmated by an increase in the efflux or influx of Cl- through CV channel, respective
1>’. Ihe
intermediate posmtion of the Ecl playa a cmcial role in the dual effect ofGABAA receptora en
the control of the CA releaae on basal canditiena. The opening ofCi- channels depolarize the
celis towards E
01, but if the openmng coincides with a atmmulua depolarizing the membrane
aboye the E01, this action will be dampened by the increased permeability te C1, and a
relative inhibition will be obtained.
e
Figure 6. GABA8 receptor activation produces an apaning of L-type volt.age-dependent calcium cloannels
diaL is about twa thirds the total [Ca
2~’]induced by thesa agonists. This [Ca2~]i is the responsible of st least
70 % of GABA
11-evoked CA sacretion. GABAB agonista produce also a caicium release from intracellrsíar
stores. Moreover, GABAB agonists produce an increase of cAlvfP leveis. Since cAlví? has similar cifecis ayer
[Ca
2~]i and subsequant CA sacretion, we could hypotliesize that cAl*ff is dic main second messengar
involvad in GABA
8 receptor 1~unction in chromaffin celís. Similar effects on Ca
2”’, ¡P3 and CA secretiato has
been observad witb PACA? (Pituitary Adenytate-Cyclasa-Activating Polypeptide) in porcina adrenal
medullary chromaflin celis (Isobe et al., 1993).
z
1”
1>
cIAIBA8 receptors mediate CA secretmon by a eompletely different mechanism (Figure
6). ciABA8 receptor stimulation produces an mercase of calcium entry frem extracellular
apace ma¡nly through the L-type of voltage-dependent caícium channela (70 %) but also
mobilize calcium from intracellular stores (30 %). Moreover, ciABA8 stimulation presumibí>’
activates AC aud PLC producing cAMP and IP3, respectivel>’. Since (1) in the case of cAMP
a direct correlation with CA ‘secretion exists but the correlation between IP3 and CA
secretion ma not smgniflcant, and (2> in the absence of extracellular calcium, although a little
secretEen ofCA exista, it is not dose-dependent, we can hipothesmze that both, calcmum entry
fromn extracellular medium and cAMP mesaenger syatem are two main signalling cascades
which trigger GABA8-atirnulatien ofCA secretion. IP3 production could be secundary te the
calcium-dependent activation ofPLC (Parramón et al., paper in preparation).
Moreover, cAMP can phoaphorylate nACh and GABAA receptora, producing an
inhibitory control of their actiens on CA secretion. GABAA and GASA8 receptors could
interact each other iii order te regulate CA aecretmon. In fact, our resulta seem to support a
specifte modulation of GABAA receptora by CABA8 enes, since the 1C50 for the inhibition
of GABAA receptor action by CABA8 agoniats was very much amaller than that for
inhibition ofnACh receptor action (Oset-Gasque et al., 1993).
In conclusion, CABA through both ita GABAA and GASA8 receptora, seema te play
an important role in dic modulatien of obremaifin ceil flinetion anftherefore, CABA could be
added te the long liat of neuretransmitters and hormones implicated in the modulation ofthis
complex flinetion. The physiological significance of the results presented here is not known
yet. It could be peasible that ionotropic GABAA receptora, as well Es nACh receptors, pía>’ a
major role in the initiatien of CA release fi, vivo while nietabotropio receptora, inc!uding
those for ciABA8, have a more important role in the modulation of the secretien evoked by
lonotrepio receptora.
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